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FERNANDES, M.C. Indicadores de contaminação microbiológica e 
pesquisa de marcadores de virulência de enteropatógenos de animais 
domésticos, identificados no solo/areia de parques e praças de recreação. 
Botucatu, 2010. 90p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 
 
RESUMO 

 
O presente estudo avaliou os riscos de contaminação microbiológica por 

Rhodococcus equi, Escherichia coli, Salmonella sp., Toxoplasma gondii, 

Toxocara sp., Coronavírus e Rotavírus, na areia de cinco praças públicas e 

cinco parques privados, em Botucatu, SP, ao longo das quatro estações do 

ano, entre 2008 a 2009. De 200 amostras avaliadas, foram isoladas 23 (11,5%) 

linhagens de R. equi, das quais 13% de praças públicas e 10% de parques 

privados. As linhagens foram avaliadas quanto à virulência plasmidial e 

classificadas como avirulentas. Foram isoladas 63 (31,5%) linhagens de E. coli, 

das quais 34% de praças públicas e 29% de parques privados. Dentre os 

marcadores de virulência de E. coli foram encontrados os genes eae, bfp, saa, 

iucD, papGI, sfa e hly. As contagens de coliformes totais e E. coli atingiram 

níveis de até 103 UFC/g de areia. Houve diferença estatística (P<0,05) na 

contagem de E. coli entre os meses de colheita, com maiores valores nos 

meses de verão e outono. Foram encontrados ovos de Toxocara sp. em três 

locais, dois públicos e um privado somente no período de inverno.  Coronavírus 

foi identificado somente em uma amostra de praça pública. A presença de 

enteropatógenos de potencial zoonótico na areia de parques de recreação 

pública e privada indica a necessidade de cuidados para a melhoria das 

condições sanitárias do ambiente destes locais, com intuito de reduzir os riscos 

da transmissão de doenças veiculadas pelas fezes de animais para os 

humanos, especialmente crianças.  

 

Palavras-chave: contaminação ambiental; E. coli; R. equi; Toxocara sp.; 

Coronavírus sp. 
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FERNANDES, M.C. Indicators of microbiological contamination and study 
of virulence markers of enteropathogens from domestic animals, 
identified in soil/sand of parks and squares recreation. Botucatu, 2010. 
90p.  Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 
 
ABSTRACT 

 
The present study reported the risks of microbiological contamination by 

Rhodococcus equi, Escherichia coli, Salmonella sp., Toxoplasma gondii, 

Toxocara sp., Coronavírus and Rotavírus, identified in sand samples collected 

from five public squares and five private parks, in Botucatu city, state of São 

Paulo, in the four seasons of the year between 2008-2009. From 200 samples 

evaluated, were isolated 23 (11,5%) strains of R. equi. From these, 13% were 

obtained of public squares and 10% of the private parks. The virulence 

plasmids of R. equi strains were avirulents. Were isolated 63 (31,5%) strains of 

E. coli, corresponding to 34% of public squares and 29% of the private parks. 

Among the virulence factors of E. coli were identified the genes eae, bfp, saa, 

iucD, papGI, sfa and hly. Countings of total coliforms and E. coli were identified 

in levels of up to 103 UFC/g of samples. Statistical difference (P<0,05) was 

observed between E. coli counting and months sampled, with higher values in 

summer and autumn. Eggs of Toxocara sp. were found in three places, two 

publics and one private only in the winter. Coronavírus was identified only in a 

sand sample of public square. The presence of enteropathogens in sand of 

parkes and squares indicate the necessity of cares for the improvement of the 

sanitary conditions of the environment, with the purpose to reduce the risks of 

the transmission of diseases propagated for feces of animals for the human, 

especially children. 

 
Key words: environmental contamination; E. coli; R. equi; Toxocara sp.; 

Coronavírus sp. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os microrganismos entéricos constituem uma das principais classes de 

patógenos para humanos e animais. Este grupo peculiar de organismos 

caracteriza-se por manterem a capacidade infectante por meses em condições 

adversas do ambiente, após a eliminação fecal pelos animais. Em sua grande 

maioria, estabelecem infecção nos susceptíveis mediante a contaminação de 

alimentos de origem animal, água, verduras e frutas. O contato estreito com 

animais – especialmente de companhia -, ou mesmo com o ambiente de 

criação ou habitat dos animais, favorece a transmissão de enteropatógenos 

dos animais para os humanos (GREENE, 2006; RADOSTITS et al., 2007).  

 No Brasil e em outros países é comum o uso de caixas de areia/solo em 

parques e praças de recreação para o entretenimento, particularmente de 

crianças e adolescentes. O acesso de animais domésticos e aves, a deficiente 

higienização dos locais, o hábito de geofagia ou precária higiene pessoal de 

crianças, e a falta de conscientização da população em geral quanto aos riscos 

representados por microrganismos entéricos, torna estes locais propícios e de 

alto risco à veiculação de enteropatógenos para os humanos. Dentre os 

patógenos de animais domésticos de veiculação fecal, de reconhecido 

potencial zoonótico, e elevada resistência ambiental, destacam-se: 

Rhodococcus equi (R. equi), Escherichia coli (E. coli), Salmonella sp., 

Toxoplasma gondii (T. gondii), Toxocara sp., Coronavírus sp. e Rotavírus sp. 

(ACHA e SZYFRES, 2003). 

 R. equi são bactérias de comportamento oportunista, relacionadas a 

graves infecções piogranulomatosas nos animais e humanos. O microrganismo 

é eliminado pelas fezes de várias espécies de animais domésticos, 

multiplicando-se ativamente no solo que contenha material de origem fecal, 

mantendo-se viável por vários meses no ambiente (LINDER, 1997). A 

patogenicidade do organismo foi relacionada à presença de marcadores de 

virulência (plasmídios e proteínas), identificados em linhagens isoladas de 

animais (potros, suínos, cães, gatos) e em humanos imunossuprimidos, em 

especial acometidos pela síndrome da imunodeficiência adquirida – AIDS 

(TAKAI, 1997). Não está completamente esclarecido o papel do ambiente e dos 

animais na transmissão da rodococose para os humanos, visto que se tem 
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identificado linhagens virulentas e avirulentas no ambiente. No entanto, a 

detecção de marcadores de virulência de R. equi é imprescindível para a 

investigação da epidemiologia da doença em humanos e em animais, assim 

como para avaliar os reflexos em saúde pública da rodococose. No Brasil são 

praticamente incipientes os estudos direcionados à caracterização de virulência 

em linhagens de R. equi isoladas de animais, de humanos, tampouco do 

ambiente (RIBEIRO et al., 2007). 

E. coli é reconhecida como a enterobactéria mais importante para  

animais e humanos. As linhagens patogênicas estão relacionadas a diferentes 

tipos de infecções e compreendem pelo menos seis patótipos associados às 

infecções intestinais (DEC – “Diarrheagenic Escherichia coli”) e vários outros 

associados com infecções extra-intestinais (ExPEC – “Extraintestinal 

Pathogenic Escherichia coli”). As manifestações clínicas entéricas e extra-

entéricas das colibaciloses estão associadas a diferentes fatores de virulência, 

que conferem grande habilidade de adaptação da bactéria a diferentes sítios de 

infecção (KAPER et al., 2004). Estes fatores são constituídos por componentes 

intrínsecos da estrutura bacteriana (lipopolissacarídeos ou endotoxinas), ou 

são representados por diferentes cito ou exotoxinas (hemolisinas, fator 

necrosante citotóxico-CNF, verotoxinas-VT ou “Shiga like toxin”- STx, 

enterotoxinas), assim como propriedades que permitem a multiplicação em 

meios com restrição de ferro (sideróforos), a multirresistência aos 

antimicrobianos e/ou a colonização celular (pili, adesinas ou fímbrias) 

(SUSSMAN, 1997).  

Linhagens da classe enterohemorrágica - sorotipo O157:H7 - têm sido 

investigadas recentemente quanto à produção de verotoxinas, de efeito 

citotóxico. As estirpes produtoras desta toxina causam, nos humanos, graves 

manifestações clínicas de colite hemorrágica e falha renal aguda, de curso fatal 

em crianças e pacientes debilitados. Os quadros clínicos estão intimamente 

relacionados ao consumo de carne e subprodutos de origem bovina – com 

cocção inadequada -, leite e derivados, verduras, frutas e água contaminadas 

com as fezes de animais (TAUXE, 1997). Não está claramente estabelecido o 

impacto da presença deste sorotipo patogênico no ambiente dos humanos. A 

despeito da ocorrência do sorotipo O157:H7 em humanos na América Latina, 

são pouco freqüentes as identificações de linhagens O157:H7 verotoxigênicas 
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no Brasil, fato que dificulta aquilatar o real impacto da doença no país 

(RIBEIRO et al., 1999). Ademais, são também escassos os estudos no Brasil 

voltados a investigação de O157:H7 no ambiente dos humanos, 

particularmente de fácil acesso às crianças, em face da alta mortalidade neste 

grupo de risco.  

 O gênero Salmonella freqüentemente é incriminado como agente causal 

de severos surtos de infecções e toxinfecções de origem alimentar nos 

humanos (RIBEIRO et al., 2010). O microrganismo possui vários sorotipos que 

são comuns aos animais e humanos. A bactéria é eliminada intermitentemente 

pelas fezes por várias espécies de animais domésticos, répteis, anfíbios e aves 

– com e sem sinais entéricos -, mantendo-se viável por vários meses no 

ambiente (ACHA e SZYFRES, 2003). Determinados sorotipos de Salmonella 

sp. isolados de animais são reconhecidos como emergentes da salmonelose 

em humanos, como o sorotipo Enteritidis (RIBEIRO et al., 2003). 

 A toxoplasmose figura dentre as zoonoses mais freqüentes em todo o 

mundo (ACHA e SZYFRES, 2003). A doença provoca severos agravos aos 

humanos, incluindo abortamentos, distúrbios oculares e seqüelas neurológicas, 

irreversíveis nos fetos de mulheres em certas fases gestacionais. Nos animais, 

a doença manifesta-se por grande complexidade de sinais, incluindo 

manifestações entéricas, respiratórias, neurológicas e da esfera reprodutiva 

(GREENE, 2006). Os felinos eliminam o parasito pelas fezes sob a forma de 

oocistos que, ao esporularem no ambiente, podem infectar os humanos e 

animais, principalmente pela via oral (DUBEY et al., 1994). 

 Toxocara sp. são altamente prevalente em cães e gatos no Brasil. Estes 

animais de companhia eliminam altas cargas de ovos pelas fezes, 

contaminando o ambiente. Determinadas características estruturais conferem 

alta resistência ambiental aos ovos (GREENE, 2006). A ingestão acidental dos 

ovos pelos humanos desencadeia a “larva migrans visceral”, que gera graves 

lesões em órgãos como pulmão, fígado e a “larva migrans ocular”, 

determinadas pela migração larval errática do parasito (ACHA e SZYFRES, 

2003). Crianças entre 6 meses a 5 anos são particularmente susceptíveis, 

provavelmente pelo hábito de geofagia ou pela notória deficiência de higiene 

pessoal nesta faixa etária, favorecendo a transmissão do parasito via fecal-oral 

(COELHO et al., 2001). No Brasil, iniciativas isoladas de pesquisadores têm 
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revelado de forma preocupante a contaminação ambiental por ovos de 

Toxocara sp. em ambientes de recreação dos humanos, alertando para a 

importância deste achado no contexto de saúde animal e de saúde pública 

(SANTARÉM et al., 1998). 

O gênero Coronavírus pode infectar várias espécies de mamíferos e de 

aves. Este vírus possui tropismo pelas células epiteliais intestinais e 

respiratórias. Nos animais causam doenças como a bronquite infecciosa das 

galinhas, a gastroenterite transmissível dos suínos, enterite em cães, bovinos e 

felinos, e a peritonite infecciosa dos felinos. As infecções em animais 

geralmente são inaparentes (QUINN et al., 2005). O interesse por essa família 

aumentou recentemente com a classificação de um novo coronavírus humano, 

causador da pneumonia asiática (SARS-COV), visto que classicamente os 

patógenos deste gênero estavam relacionados aos resfriados comuns em 

humanos (FLORES, 2007).  Os coronavírus não são estritamente espécie-

específicos e são capazes de mutações freqüentes. Podem infectar novas 

espécies e, portanto, é possível a infecção cruzada entre animais e humanos 

(GREENE, 2006).  

O gênero Rotavírus é considerado um dos principais vírus entéricos para 

os animais e humanos. Encontram-se amplamente disseminados na natureza e 

acometem humanos, aves, animais domésticos e silvestres. As infecções por 

rotavírus constituem uma das principais causas de morbimortalidade infantil em 

todo o mundo (CDC, 1991; GLASS et al., 1991; ACHA e SZYFRES, 2003). A 

excreção viral em altos títulos por períodos prolongados, a existência de 

portadores e a alta resistência ambiental contribuem para a ampla 

disseminação da rotavirose. O vírus é predominantemente espécie-específico. 

Entretanto, infecções heterólogas são relatadas. Cepas virais geneticamente 

relacionadas com vírus de origem bovina, suína, canina, felina e aviária têm 

sido isoladas de crianças com infecções sintomáticas ou assintomáticas. De 

maneira similar, cepas de rotavírus do grupo A, de origem humana, têm sido 

identificadas em animais (NAKAGOMI e NAKAGOMI, 1993; DE LEENER et al., 

2004; STEYER et al., 2008). A rotavirose afeta principalmente crianças de até 

cinco anos de idade, com predomínio entre seis meses a um ano de idade 

(ACHA e SZYFRES, 2003). Nos animais, a rotavirose ocorre 
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predominantemente nas primeiras semanas de idade (RADOSTITS et al., 

2007).  

  A identificação de patógenos de veiculação entérica de origem animal 

em ambientes de recreação infantil e/ou do cotidiano dos humanos, 

contemplam quase que exclusivamente o estudo de um tipo de patógeno 

(TAKAI et al., 1996; HAYASHI et al., 1992; SANTARÉM et al., 1998; SCHUTZE 

et al., 1999; PENA et al., 2006). Não se tem notado na literatura especializada 

esforços no intuito de avaliar, simultaneamente, os principais patógenos de 

veiculação fecal de animais domésticos em ambientes do cotidiano humano - 

quais sejam de origem bacteriana, parasitária e/ou viral -, tampouco investigar 

marcadores de virulência nestes microrganismos, que possam sinalizar o 

impacto da patogenicidade dos isolados. Ademais, pouca ênfase é observada 

em recomendar ações práticas e factíveis que possam, no mínimo, reduzir a 

contaminação dos ambientes.  

 Com efeito, o presente estudo avaliou a presença de R. equi, E. coli, 

Salmonella sp., T. gondii, Toxocara sp., Coronavírus e Rotavírus na areia de 

parques e praças de recreação infantil, utilizando estes patógenos como 

indicadores de contaminação ambiental. Foi investigada também a presença de 

marcadores de virulência nos isolados de R. equi e E. coli.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 RODOCOCOSE 

 

A rodococose é uma doença infecto-contagiosa causada por R. equi e 

relacionada a diversas manifestações clínicas em animais e humanos. A 

doença se caracteriza por lesões piogranulomatosas, de difícil resolução 

terapêutica (LINDER, 1997). 

R. equi é eliminado pelas fezes de herbívoros ou onívoros, incluindo 

eqüinos, bovinos, suínos, ovinos, caprinos e cervos. Raramente é isolado das 

fezes de humanos e de cães, e ainda não foi isolado das fezes de gatos 

(PRESCOTT, 1991). 

O eqüino é a principal espécie animal acometida pelo R. equi, 

especialmente os potros. Clinicamente a doença se manifesta por infecções 

pulmonares e, em menor freqüência, por distúrbios entéricos e/ou articulares. 

Nos suínos o comportamento não é progressivo, apresentando-se como 

linfadenite com lesões semelhantes às observadas na tuberculose (TAKAI et 

al., 1997). Em outras espécies animais ocorre sob a forma de enterite, 

linfadenite, abortamento, mastite, dermatite e piometra (PRESCOTT, 1991; 

RIBEIRO et al., 2007).  

Em animais de companhia as infecções por R. equi são mais freqüentes 

em gatos do que em cães. A via transcutânea parece representar a principal 

forma de infecção para cães e gatos. O comportamento agressivo dos gatos 

em disputas territoriais ou por fêmeas no cio favorece a veiculação 

transcutânea da bactéria, presente na região ungueal, para a pele dos animais 

(GREENE, 2006; FARIAS et al., 2007). Os principais sinais da rodococose 

nestas espécies são: linfadenite, abscessos de pele, pneumonia abscedante, 

piotórax, hepatomegalia e lesões abscedantes em órgãos diversos. Em gatos, 

a bactéria geralmente está associada à co-infecção com doenças 

imunossupressivas, como o vírus da imunossupressão e da leucemia felina 

(GREENE, 2006).  

A virulência das linhagens de R. equi é atribuída à presença de 

plasmídios e antígenos (proteínas) denominados VAP (virulence associated 

protein), que redirecionaram os estudos quanto a epidemiologia e 
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patogenicidade em linhagens isoladas de animais, humanos e do ambiente. As 

linhagens virulentas possuem plasmídios de 15 a 17 kDa que codificam 

proteínas denominadas VapA e são encontradas em estirpes isoladas de 

pneumonia em potros e pacientes HIV-positivos. As estirpes de virulência 

intermediária (20 kDa) possuem plasmídios que codificam as proteínas VapB e 

são identificadas na linfadenite em suínos e, predominantemente, em pacientes 

com AIDS. As estirpes avirulentas (não detentoras dos plasmídios 

supracitados), predominam no ambiente de criação de herbívoros domésticos 

(solo, fezes), especialmente em criatórios de eqüinos e bovinos e também em 

pacientes humanos HIV-positivos (HINES et al., 1997; TAKAI et al., 1997). 

Atualmente são reconhecidos 11 tipos clássicos de plasmídios 

virulentos: 85 kb tipos I, II, III e IV; 87 kb tipo I e II; 90 kb tipos I, II, III, IV e V. 

Os 11  tipos  clássicos  de  plasmídios  virulentos  que  codificam  VapA  

apresentam distribuição geográfica distinta nos diferentes continentes. A 

maioria das estirpes encontradas nas Américas, Austrália e Europa 

correspondem aos tipos 85 kb tipo I ou 87 kb tipo I. Na França é encontrado o 

plasmídio 85 kb tipo II, e nos EUA (Texas) o 85 kb tipo III e IV. Os plasmídios 

87 kb tipo II e 90 kb tipos I a IV foram detectados somente no Japão 

(TKACHUK-SAAD e PRESCOTT, 1991; RAHAL et al., 1999; TAKAI et al., 

1999; BECU et al., 2000; TAKAI et al., 2001; TAKAI et al., 2001a; YUYAMA et 

al., 2002). 

Takai et al. (2003) investigaram a virulência de estirpes de nove cães e 

nove gatos com diferentes afecções por R. equi, dos quais um dos gatos era 

procedente do Brasil. Foram identificadas estirpes virulentas em cinco gatos e 

em um cão, alertando para a maior prevalência de linhagens virulentas em 

gatos e a preocupação do convívio destes animais com pacientes HIV-

positivos. No Brasil, Farias et al. (1998) descreveram pioneiramente a 

piogranulomatose cutânea em gato, secundária à infecção por R. equi. Estudo 

posterior caracterizou a virulência da estirpe como VapA, semelhante ao 

padrão encontrado em potros (FARIAS et al., 2007). 

A rodococose em humanos é reconhecida como doença emergente 

(LINDER, 1997; ACHA e SZYFRES, 2003). As infecções por R. equi são 

descritas em indivíduos debilitados ou imunossuprimidos, transplantados, 

portadores de neoplasias, submetidos à terapia prolongada com corticóide e, 
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em especial, pacientes acometidos pela AIDS (LINDER, 1997; TAKAI et al., 

2002). Estima-se que, em média, 39,4 milhões de pessoas convivam 

atualmente com a AIDS em todo o mundo. Conforme a Organização 

Panamericana da Saúde-OPS (2001), 88% da casuística da rodococose é 

atribuída a co–infecção pelo vírus da AIDS. No Brasil, o Sistema Nacional de 

Vigilância Epidemiológica assinalou que entre 1980 e 2006 ocorreram 433 mil 

casos de AIDS oficialmente notificados. Até metade da década de 90, a 

incidência foi crescente, alcançando em 1998 cerca de 19 casos/100 mil 

habitantes (BRASIL, 2007).  

Verville et al. (1994), nos EUA, investigaram a epidemiologia de 12 

casos de rodococose em humanos, dos quais seis eram HIV-positivos, e 

constataram que dois tinham histórico de contato estreito com eqüinos e seu 

ambiente de criação e outro com ambiente rural. No Brasil, Caterino-de-Araújo 

et al. (2000) descreveram o primeiro caso de rodococose em humano 

acometido por AIDS, que apresentava sinais de pneumonia, do qual foi isolada 

estirpe de virulência intermediária. Severo et al. (2001) relataram dois casos no 

Rio Grande do Sul, um dos quais em paciente HIV-positivo. 

A transmissão de R. equi dos animais para os humanos está relacionada 

à exposição ao agente no ambiente, secundária à inalação, lesões 

transcutâneas, (PRESCOTT, 1991; ADAL et al., 1995), pelo contato estreito 

com animais domésticos ou seu ambiente de criação. Prescott (1991) referiu 

que 12 dentre 32 humanos acometidos de rodococose tinham histórico de 

contato com animais e/ou ambientes de criação de espécies domésticas.  

Clinicamente, a rodococose nos humanos manifesta-se por pneumonia 

cavitária crônica com derrame pleural, acompanhada de febre, tosse e dores 

no peito. Secundariamente são observados quadros extrapulmonares como: 

abscessos renais, diarréia com sangue, caquexia, pleurisia, hepatopatias, 

peritonite, artrite séptica, osteomielite, linfadenite e meningite (BROWN, 1995; 

SEVERO e LONDERO, 1996).  

R. equi multiplica-se ativamente no ambiente, tendo como exigência 

condições mínimas de temperatura, pH e umidade, obtidas principalmente no 

material fecal de animais. Multiplica-se em extremos de temperatura (15oC a 

37ºC), mas preferencialmente em ambientes quentes, fato que justificaria a 

elevada ocorrência do microrganismo em países de clima tropical. Em 
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contraste, o microrganismo não se multiplica abaixo de 10ºC. Diferenças entre 

as condições ambientais a cada ano, principalmente de temperatura, poderiam 

determinar as variações anuais e sazonais nas infecções em animais 

domésticos (PRESCOTT, 1991). 

O isolamento de R. equi do ambiente é maximizado com o emprego de 

meios especiais que contenham fármacos impedientes para outros 

microrganismos ambientais e fecais, como o meio de Nanat (TAKAI et al., 

1996). Takai et al. (1996) isolaram R. equi em 73,9% amostras de areia e terra 

de 115 parques e 49 jardins no Japão. Nenhum dos isolados apresentou 

plasmídios de 15-17 kDa e um apresentou apresentou plasmídio de 20 kDa. Os 

autores alertaram para a extrema contaminação do ambiente de parques e 

praças no Japão pela bactéria e destacaram a necessidade de estudos com 

intuito de avaliar o risco de contaminação destes ambientes na transmissão da 

rodococose. Na Hungria, a virulência de 48 estirpes isoladas do solo de dois 

criatórios de eqüinos revelou 26 (54,2%) linhagens virulentas VapA (85 kb tipo 

I) (MAKRAI et al., 2002).  

 No Brasil são pontuais os estudos envolvendo a virulência plasmidial de 

estirpes de R. equi isoladas dos animais e humanos. Ribeiro et al. (2006) 

revelaram elevada virulência de linhagens isoladas de potros, no estado de 

São Paulo, enquanto Farias et al. (2007) relataram a virulência de R. equi em 

gato com infecção cutânea. Não existe, até o momento, nenhum estudo no 

país que tenha investigado a virulência de estirpes isoladas do ambiente dos 

humanos.  

O reconhecimento dos antígenos de virulência do microrganismo e a sua 

utilização como marcador de patogenicidade tem permitido avanços 

significativos na identificação do perfil de virulência e de novas variantes da 

bactéria, e são imprescindíveis no esclarecimento da epidemiologia, patogenia, 

controle e reflexos em saúde pública da doença (RIBEIRO et al., 2007). 
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2.2 COLIBACILOSE 

 

E. coli é o principal representante das bactérias da família Enterobacteriaceae. 

Apresenta-se sob a forma de cocobacilos Gram-negativos, encontrados na 

microbiota entérica de animais e humanos (CAMPOS e TRABULSI, 1999). 

Determinadas linhagens são patogênicas para animais e humanos. Nos 

animais, acarreta classicamente quadros gastroentéricos e grande variedade 

de outras afecções, incluindo mastite, diarréia, endometrite, cistite, nefrite, 

artrite, abortamento, osteomielite, endocardite, pneumonia, conjuntivite, 

septicemia, entre outros (GREENE, 2006; RADOSTITS et al., 2007). 

 Nos humanos, determina principalmente distúrbios gastrintestinais 

graves, infecções urinárias, meningites em recém-nascidos e septicemias 

(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Campos e Trabulsi (1999) afirmaram que E. 

coli é responsável por cerca de 40 a 50% da casuística de septicemias por 

bactérias Gram-negativas em humanos.  

O microrganismo pode ser isolado quase que invariavelmente do 

material fecal de animais com e sem diarréia. A severidade clínica das 

colibaciloses depende da presença de fatores de virulência, que determinam a 

patogenicidade da linhagem. Certos fatores de virulência são componentes 

intrínsecos da estrutura bacteriana (lipopolissacarídeos), também denominados 

endotoxinas (CASTRO e YANO, 1992). Outros se constituem de diferentes 

tipos de exotoxinas (enterotoxinas, verotoxinas, hemolisinas e fator necrosante 

citotóxico), certas propriedades que permitem a multiplicação em meios com 

baixa disponibilidade de ferro ou relacionados a multirresistência aos 

antimicrobianos (CAMPOS e TRABULSI, 1999).  

As estirpes patogênicas podem causar diversos tipos de infecções e 

compreendem pelo menos seis patótipos associados às infecções intestinais 

(DEC – “Diarrheagenic Escherichia coli”) e vários outros associados com 

infecções extra-intestinais (ExPEC – “Extraintestinal Pathogenic Escherichia 

coli”). As diferentes linhagens de E. coli responsáveis predominantemente por 

distúrbios entéricos são agrupadas em seis tipos: enterotoxigênicas (ETEC), 

enteroinvasoras (EIEC), enteropatogênicas (EPEC), enterohemorrágicas 

(EHEC), enteroagregativas (EAEC) e de aderência difusa (DAEC), 

subdivididas, fundamentalmente, pela capacidade de produção de 
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determinadas toxinas, de invasão celular ou de manifestação de sinais clínicos 

em humanos e/ou nos animais (RIBEIRO et al., 1999).  

 EPEC foi o primeiro patótipo descrito de E. coli diarreiogênica. Esta 

classe predomina como causa de diarréia em crianças com menos de um ano, 

sobretudo em países emergentes. Clinicamente se manifesta por diarréia 

aquosa contendo muco, febre e desidratação (NATARO e KAPER, 1998).  

 Linhagens EPEC determinam lesão histopatológica intestinal conhecida 

por “attaching and effacing” (A/E). A bactéria se adere intimamente às células 

epiteliais intestinais e acarreta mudanças no citoesqueleto celular. As 

microvilosidades intestinais formam estruturas parecidas com “pedestais”, a 

qual a bactéria se adere na mucosa. A habilidade de induzir o A/E é codificada 

pelo gene eae na ilha de patogenicidade chamada de “locus enterocyte 

effacement” (MCDANIEL et al., 1995). Esse gene codifica proteína chamada 

intimina, que é responsável pela junção íntima de EPEC às células epiteliais 

(JERSE et al., 1990). Essa proteína também é encontrada em EHEC. A adesão 

destas linhagens está associada ao plasmídio EAF que codifica pili do tipo IV 

denominado BFP (bundle-forming pilus), que estabilizam a bactéria em 

microcolônias (NATARO e KAPER, 1998). As linhagens EPEC típicas possuem 

o gene eae e o plasmídio EAF. As estirpes atípicas detêm somente o gene eae 

(TRABULSI et al., 2002). 

 Os humanos são reconhecidos como único reservatório das EPEC 

típicas, pois raramente são encontradas em animais. Indivíduos portadores se 

constituem nas fontes de infecção e as vias de transmissão incluem contato 

direto e ingestão de água e alimentos contaminados pelas fezes (TRABULSI e 

ALTERTHUM, 2005). 

 As ETEC causam diarréia aquosa, leve a severa. São responsáveis por 

aproximadamente 20% dos casos de diarréia em crianças com menos de cinco 

anos, bem como é o principal agente da “diarréia dos viajantes” (NATARO e 

KAPER, 1998; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). 

Esta classe produz fímbrias de colonização e dois tipos principais de 

enterotoxinas denominadas toxinas termolábeis (LT) e termoestáveis (ST). As 

ETEC podem produzir somente LT e/ou ST. As LTs são enterotoxinas 

parecidas com a toxina colérica, produzida pelo Vibrio cholerae. Essa toxina 

altera a atividade da adenilciclase ativando canais de cloro, levando à saída de 



 
 

 
 

 

14 

água e à diarréia. LT é encontrada predominantemente em isolados humanos 

(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). As STs são divididas em STa e STb, 

codificadas em plasmídio e diferem na estrutura e no mecanismo de ação. A 

toxina STa é associada à doença em humanos. Após a ligação da toxina com o 

receptor guanilil-ciclase, ocorre estimulação da atividade de guanil-ciclase, 

levando ao aumento intracelular de cGMC que determina aumento nas 

secreções. A STb é associada a doenças em animais. Essa toxina eleva a 

concentração citosólica de Ca+2 estimulando a liberação de prostaglandina E2 e 

liberação de serotonina, levando ao aumento na secreção de íons e diarréia 

(SEARS e KAPER, 1996). 

EIEC possui propriedades bioquimicas, genéticas e patogênicas 

semelhantes à toxina produzida pelo gênero Shigella. A EIEC penetra nas 

células epiteliais do cólon, se multiplica e invade as células adjacentes 

causando inflamação e sinais de diarréia aquosa, com presença de muco e 

sangue, febre, mal estar e cólica. A infecção por EIEC é mais freqüente em 

crianças com mais de dois anos de idade e em adultos. A transmissão é via 

fecal-oral e ocorre por ingestão de água ou alimentos contaminados. Os 

humanos são reservatórios desta categoria de E. coli diarreiogênica 

(VERONESI e FOCACCIA, 2005). Os genes requeridos para a patogenicidade 

de EIEC estão presentes em plasmídio que codifica um sistema de secreção 

do tipo III, responsável pela secreção das proteínas IpaA, IpaB, IpaC e IpgD. 

Estas proteínas determinam rearranjos no citoesqueleto e lise dos vacúolos 

endocíticos dos enterócitos (SANSONETTI, 2002). 

E. coli enteroagregativas causam diarréia em crianças e adultos e se 

caracterizam padrão de adesão às células epiteliais semelhante a “tijolos 

empilhados” (KAPER et al., 2004). Atualmente, EAEC são definidas por E. coli 

que não secretam LT ou ST e aderem em células HEp-2. Esta categoria produz 

a toxina termoestável EAST-1 e a “plasmid-encoded toxin” (PET). A EAST-1 

altera a corrente iônica das células intestinais, enquanto que a PET induz o 

rompimento da membrana celular. A colonização ocorre predominantemente no 

cólon, seguida por secreção de enterotoxinas e citotoxinas. Clinicamente 

caracteriza-se por diarréia aquosa, com curto período de incubação, febre 

branda e vômitos. A “diarréia do viajante” também tem sido associada com esta 

categoria de E. coli diarreiogênica (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).  
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Linhagens de EAEC foram isoladas de equinos, cães, macacos, bovinos 

e suínos, porém ainda não foi estabelecido o papel dos animais como 

reservatórios para humanos (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). 

Linhagens DAEC são caracterizadas por padrão agregativo celular. 

Causam diarréia em crianças com mais de um ano de idade. Produzem fímbria 

denominada F1845 responsável por ação citopática, determinando o 

alongamento das microvilosidades ao redor da célula bacteriana, reduzindo a 

borda em escova da mucosa intestinal (SCALETSKY et al., 2002). DAEC 

também têm sido encontrada em infecções do trato urinário (TRABULSI e 

ALTERTHUM, 2005). 

 E. coli EHEC sorotipo O157:H7 é reconhecida como causa emergente 

de doença entérica e insuficiência renal (síndrome urêmica) em humanos 

(TAUXE, 1997). Esta classe possui citotoxinas (GRIFFIN e TAUXE, 1991), 

plasmídios e fatores de colonização (JUNKIS e DOYLE, 1989). No entanto, o 

mecanismo de patogenicidade ainda não está completamente esclarecido. O 

sorotipo O157:H7 inibe a síntese protéica, produz efeito citopático “in vitro” em 

células Vero - também denominadas de verotoxinas-VTs ou Shiga-like toxinas 

(STX) [LEVINE, 1987] - e altera fatores de coagulação sanguínea. Também 

causa lesão A/E (“attaching and effacing”) e colonizam preferencialmente o 

cólon (VERONESI e FOCACCIA, 2005). A infecção pelo sorotipo O157:H7 

culmina com grave quadro de colite hemorrágica, trombocitopenia e síndrome 

urêmica hemolítica, freqüentemente fatal em crianças e indivíduos debilitados 

(TAUXE, 1997). 

A espécie bovina é reconhecida como a principal fonte de infecção do 

sorotipo O157:H7, que é eliminado pelas fezes de bovinos com e sem sinais 

entéricos (FAITH et al., 1996). 

Os humanos apresentam inicialmente forte dor abdominal e febre, 

seguido de disenteria, emese e desidratação (DOYLE, 1991). A doença pode 

evoluir para grave comprometimento renal ou síndrome urêmica hemolítica 

(HUS), provocada por lesões no endotélio vascular renal decorrente da ação 

das VTs. Em crianças com menos de dez anos, a doença é altamente letal. 

Dentre as crianças que se recuperam, aproximadamente 12% apresentam 

seqüelas renais, hipertensão e/ou sinais neurológicos (TARR, 1995).  



 
 

 
 

 

16 

As infecções humanas estão relacionadas ao consumo de carne crua ou 

sem cocção adequada – principalmente de origem bovina – ou ingestão de 

água, leite e derivados, além de diversas variedades de frutas e verduras 

contaminadas por microrganismos de origem fecal (TARR, 1995; TAUXE, 

1997). Cães (JOHNSON, 1991; VON SYDOW e DEL, 2005) e gatos (BUSCH 

et al, 2007) também já foram descritos acometidos por E. coli O157:H7 

verotoxigênicas, denotando também o risco dos animais de companhia na 

transmissão desse sorotipo. 

No Brasil, Cerqueira et al. (1999) notificaram pela primeira vez o sorotipo 

nas fezes de bovinos em abatedouros no Rio de Janeiro. Estudos 

subseqüentes investigaram o sorotipo O157:H7 em leite bovino (RIBEIRO et 

al., 2006), e em casos de infecção entérica e renal em crianças (DE SOUZA et 

al., 2007).  

As infecções extra-intestinais (IEs) por E. coli em humanos ocorrem em 

todas as faixas etárias e podem acometer diversos órgãos. Como IEs típicas 

merecem destaque as ITUs por E. coli uropatogênicas (UPEC), meningite/ou 

septicemia (MNEC) especialmente em neonatos, infecções intra-abdominais, 

pneumonia, osteomielite e infecções em tecidos moles (KAPER et al., 2004).  

 Diferentes fatores de virulência de E. coli tem sido investigados em 

linhagens entéricas e extra-entéricas. Dentre estas propriedades de virulência 

assumem destaque as adesinas, fímbrias, citotoxinas e mecanismos quelantes 

de ferro. Adesinas são proteínas localizadas na superfície bacteriana, que 

promovem a ligação específica com receptores presentes em células 

eucarióticas, determinada por estruturas protéicas denominadas fímbrias, pili 

ou por adesinas não fimbriais. As fímbrias são compostas por proteínas 

“ancoradas” dentro da membrana da bactéria (CAPITANI et al., 2006). 

 A fímbria do tipo P é codificada pelo gene pap que está localizado no 

cromossomo bacteriano de E. coli extraintestinal. Cerca de seis dentre 11 

genes codificam a proteína: PapA, PapH, PapK, PapE, PapF e PapG. Na 

porção distal da fibrila, encontra-se a adesina PapG formada por três outras 

subunidades menores denominadas PapE, PapF e PapK, ligadas a uma 

estrutura rígida, que é composta por repetidas subunidade PapA. A subunidade 

PapH é ancorada pela subunidade PapA no interior da membrana (MULVEY, 

2002).  
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 Existem três variantes moleculares da PapG conhecidas como Classe I, 

II e III. O alelo papGI é encontrado em isolados de fezes. O alelo papGII está 

associado a pielonefrite e o alelo papGIII é encontrando predominantemente 

em isolados de cistite (BERGSTEN et al., 2005).  

 A fímbria S é similar às fímbrias do tipo 1 e à fímbria P, organizados no 

operon sfa. A fímbria S é composta por uma subunidade maior, SfaA, e três 

subunidades menores: SfaG, SfaH e SfaS. Linhagens que expressam essa 

fímbria estão associadas a casos de septicemia, meningite neonatal e 

pielonefrite (MULVEY, 2002). 

 Entre 1984 e 1989 três novos grupos de adesinas foram identificados: 

adesina Dr, adesina afimbrial (AfaI e Afa3) e F1845 (NOWICKI et al., 2001). 

Nowicki et al. (1990) demonstraram que estas adesinas possuíam como 

receptor comum o antígeno do grupo sangüíneo Dr, denominado DAF – 

Deccay Accelerating Factor. Esse antígeno protege o tecido do hospedeiro dos 

danos do sistema complemento. Esse receptor está amplamente distribuído 

pelas mucosas gastrintestinais, uretra e bexiga. Atualmente esta adesina é 

denominada hemaglutinina Dr, que apresenta hemaglutinação resistente a 

manose (HMR). As adesinas da família Dr provavelmente facilitam a 

colonização ascendente e a infecção do trato urinário. 

 A adesina afimbrial Afa foi identificada em linhagens uropatogênicas que 

exibiam hemaglutininas resistente a manose (HMR). O operon afa possui 

similaridade com outros membros das adesinas Dr. São conhecidos pelo 

menos seis genes envolvidos na biogênese da adesina: afaA, afaB, afaC, afaD, 

afaE e afaF. As adesinas afimbriais estão relacionadas a afecções urinárias e 

septicemias principalmente em humanos (GARCIA et al., 2000).  

 Paton et al. (2001) descreveram nova adesina plasmidial autoaglutinante 

denominada Saa em linhagem de E. coli verotoxigênica responsável por surto 

de síndrome urêmica hemolítica (HUS). O gene saa está relacionado a genes 

codificadores de enterohemolisinas e foi detectado em isolados de STEC em 

humanos (PATON et al., 2001; PATON e PATON, 2002). Estudos da presença 

do gene saa em isolados de STEC de pacientes com HUS, com diarréia 

severa, indivíduos assintomáticos e bovinos sadios, detectaram o gene mais 

freqüentemente nas linhagens de bovinos, sugerindo que esta adesina possa 
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ser importante na aderência bacteriana à mucosa intestinal de bovinos 

(JENKINS et al., 2003).  

 As linhagens de E. coli produzem vários tipos de citotoxinas. A descrição 

de CNF em humanos está relacionada a distúrbios entéricos, infecções do trato 

urinário e septicemias. Linhagens necrotoxigênicas estão estreitamente 

associadas às infecções extra-intestinais, principalmente em isolados 

produtores de hemolisinas (SUSSMAN, 1997). Em células HeLa, o CNF-1 

induz extensa multinucleação, alongamento e morte celular, além de  

moderada necrose na pele de coelhos. CNF-2 causa moderada multinucleação 

e alongamento celular, e extensa necrose na pele de coelho (DE RYCKE et al., 

1990). O CNF-1 é codificado por um único gene de 3042pb localizado no 

cromossomo bacteriano. O gene cnf1 pertence à ilha de patogenicidade (PAI) 

na maioria das UPECs. O gene hly codifica a toxina hemolisina, sugerindo que 

essas toxinas possam agir conjuntamente na virulência da bactéria (BOQUET, 

2001).  

 À semelhança do CNF, as linhagens hemolíticas predominam em 

afecções extraintestinais, tais como infecções do trato urinário, peritonite, 

apendicite, septicemia e meningite neonatal. Essa toxina forma poros na 

membrana de células. Possui capacidade de lisar eritrócitos, leucócitos, 

granulócitos, fibroblastos e células uroepiteliais. A lise de eritrócitos aumenta a 

disponibilidade do íon ferro para o microrganismo, e é provocada em altas 

concentrações da �-hly. Em baixas concentrações é lítica para leucócitos, 

monócitos e linfócitos T periféricos. A síntese, a maturação e a secreção da �-

hly são determinadas pelo operon hlyCABD. O operon codifica as proteínas 

HlyA, HlyB, HlyC e HlyD, que estão envolvidas na lise das células (ISLAND et 

al., 1998). 

O ferro é elemento essencial para a multiplicação bacteriana. A 

disponibilidade desse íon é limitada, encontrado intracelularmente nas 

proteínas heme e em pequena quantidade no meio extracelular (RUSSO et al., 

2002). E. coli possui vários mecanismos envolvidos na aquisição de ferro, 

como a síntese de sideróforos, que são quelantes de ferro. A aerobactina é um 

sideróforo produzido em condições de baixa disponibilidade de ferro nos fluidos 

corpóreos e nos tecidos de vertebrados. Este fator de virulência está associado 
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a infecções extraintestinais em seres humanos e animais domésticos, em 

virtude de capturar o ferro da transferrina (TORRES et al., 2001). 

Os genes que codificam a aerobactina podem estar localizados tanto em 

plasmídios como no cromossomo bacteriano. O operon da aerobactina é 

composto por cinco genes iucABCD e iutA, dos quais quatro genes (iucABCD) 

codificam enzimas necessárias para a síntese da aerobactina e o iutA  (TIBA, 

2004). 

A aerobactina comumente é encontrada em humanos com pielonefrite 

(73%), cistite (49%) ou bacteremia (58%) e, secundariamente, em pacientes 

com bacteriúria assintomática (38%) ou em estirpes fecais (41%), denotando a 

maior participação deste fator de virulência nas infecções extra-intestinais, 

particularmente das vias urinárias (GARCIA e LE BOUQUÉNEC, 1996). 

Hayashi et al. (1992) analisaram microbiologicamente amostras de areia 

de parques públicos no Japão, encontrando maior número de enteropatógenos 

nos meses de abril a junho e de setembro a outubro (E. coli, Enterobacter sp., 

Citrobacter sp.), e afirmaram que estes locais são de risco para infecção de 

crianças. Na Holanda, Heuvelink et al. (2002) relataram caso de criança que 

apresentou sinais de HUS por E. coli verotoxigênica após visita a fazenda de 

criação de ovinos e caprinos.   

Bonilla et al. (2007) compararam a contaminação microbiológica de 

amostras de areia de praia e água do mar no sul da Flórida, e encontraram 

maior concentração de bactérias fecais na areia do que na água. Beversdorf et 

al. (2007) investigaram E. coli em amostras de areia de praia nos EUA, e o 

valor médio diário de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foi entre 6.700 a 

40.900/100g de areia.  

Até o momento, não existem padrões sanitários oficiais de qualidade da 

areia de praças ou parques, quais sejam microbiológicos, parasitológicos e/ou 

virológicos, que estabeleçam limites quantitativos e/ou qualitativos no Brasil. 

 

2.3 SALMONELOSE 

 

A salmonelose é considerada uma das principais zoonoses em todo o 

mundo.  O microrganismo é ubíquo e acarreta diversas afecções em humanos 

e animais. A taxonomia é motivo de controvérsia entre os bacteriologistas em 
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virtude da co-existência de classificação sorológica e, recentemente, molecular. 

Aceita-se a existência de duas espécies, Salmonella enterica (patogênica) e S. 

bongori (saprófita). S. enterica é a espécie de maior importância contendo 

vários sorotipos, que têm sido relacionados principalmente a manifestações de 

gastroenterite, pneumonia, septicemia e, eventualmente, a abortamentos nos 

animais e humanos (ACHA e SZYFRES, 2003). 

Nos humanos, o microrganismo está geralmente relacionado às 

infecções e toxinfecções alimentares decorrentes principalmente do consumo 

de produtos de origem animal. A principal forma de transmissão da bactéria 

para os humanos ocorre pela via fecal-oral por contaminação de água e 

utensílios, levando a gastroenterite severa, ocasionalmente fatal.  As 

manifestações clínicas da doença incluem febre, forte dor abdominal, episódios 

de vômito e diarréia com estrias de sangue, mialgias e sinais de desidratação 

(ACHA e SZYFRES, 2003). 

O microrganismo é eliminado pelas fezes e possui elevada resistência 

ambiental, especialmente em ambientes úmidos ao abrigo da luz solar direta. 

Diferentes espécies de animais e inclusive humanos podem albergar a bactéria 

no intestino, com eliminação intermitente pelas fezes. Os cães, gatos e animais 

de produção são considerados, epidemiologicamente, como importantes fontes 

de infecção. Podem eliminar o agente pelas fezes, com e sem sinais entéricos, 

e se infectar por diferentes sorotipos. Os animais também se infectam pelo 

consumo de alimentos e água contaminados por fezes ou pelo hábito da 

coprofagia. O estreito contato entre as crianças e os animais de companhia, 

somados aos hábitos precários de higiene em crianças favorecem as infecções 

pelo gênero Salmonella. A salmonelose é motivo de grande preocupação entre 

os profissionais da área de saúde, principalmente em crianças abaixo dos 

quatro anos de idade (SCHUTZE et al., 1999; TREVEJO et al., 2003).    

Diferentes enteropatógenos têm sido apontados como agentes de 

doenças emergentes em humanos, entre eles Salmonella enterica sorotipo 

Enteritidis (ALTEKRUSE et al., 1997). No Brasil, Ribeiro et al. (2003) relataram 

caso de gastroenterite, septicemia e falha renal por S. Enteritidis em cão 

domiciliado, e ressaltaram os riscos de convívio entre os cães e humanos na 

transmissão desta zoonose. Recentemente, foram descritos os sorotipos 

Typhimurium, Enteritidis, Dublin, Agona, Newport e Glostrup, isolados de cães, 



 
 

 
 

 

21 

bovinos e eqüinos no país e salientado para a similaridade dos sorotipos 

encontrados na salmonelose em animais e humanos (RIBEIRO et al., 2010).  

Em outros países, diferentes estudos têm investigado a contaminação 

do ambiente dos humanos por Salmonella sp. Holley et al. (2006) simularam 

experimentalmente a temperatura das diferentes estações do ano, e 

observaram que a bactéria foi isolada por período maior ou igual a 180 dias em 

solos contendo matéria orgânica, particularmente em condições com maior 

umidade e esterco de origem animal. 

Eumanama et al. (2005) compararam a qualidade microbiológica de 

areia de praia e água do mar da Faixa de Gaza, e encontraram alta quantidade 

de coliformes fecais, Salmonella sp., entre outros enteropatógenos, tanto na 

areia quanto na água. Foi destacado que, neste local, indivíduos menores de 

15 anos são impedidos de brincarem na areia devido à maior susceptibilidade 

dessa faixa etária a gastroenterites bacterianas. 

Doorduyn et al. (2006), nos países baixos, aplicaram inquérito 

epidemiológico a pacientes que apresentaram gastroenterite por Salmonella sp 

visando investigar os fatores de risco relacionados à transmissão do 

microrganismo. Dentre 1194 casos, 37% foram causados por S. Enteritidis e 

37% por S. Typhimurium. Ambos sorotipos tiveram maior ocorrência em 

crianças com até 4 anos e menor em crianças entre 5 e 17 anos, com 

predomínio no período de verão. S. Typhimurium apresentou maior ocorrência 

em áreas rurais. Neste estudo, os principais fatores de risco relacionados às 

infecções por S. Enteritidis e S. Typhimurium foram o consumo de alimentos 

crus de origem animal, o contato de crianças entre 4 e 12 anos com caixas de 

areia e o uso indevido de antimicrobianos. O contato com caixas de areia foi o 

principal fator de risco para ocorrência de S. Typhimurium.  

 

2.4 TOXOPLASMOSE 

 
A toxoplasmose é a zoonose parasitária cosmopolita mais comum que 

acomete humanos e animais homeotérmicos. O coccídeo T. gondii pertence à 

família Sarcocystidae e é reconhecido como protozoário intracelular obrigatório 

(ACHA e SZYFRES, 2003). 
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T. gondii é a única espécie reconhecida do gênero, embora sejam 

descritas variantes genotípicas na ocorrência da doença em animais de 

produção, de companhia, aves e humanos. A toxoplasmose é caracterizada 

pelas fases aguda e crônica. Na fase aguda, o parasita se dissemina pelos 

tecidos do hospedeiro, enquanto que na fase crônica persiste no interior de 

cistos localizados na musculatura e no sistema nervoso central (SNC) [SILVA 

et al., 2005].  

O protozoário possui três estágios principais de desenvolvimento: 

taquizoítos, bradizoítos e esporozoítos. O taquizoíto é a forma encontrada 

durante a fase aguda da infecção e possui multiplicação rápida no interior das 

células, incluindo células do sistema fagocítico mononuclear, hepáticas, 

pulmonares, nervosas, da submucosa e musculares. Os bradizoítos se 

constituem na forma de multiplicação lenta, encontrados no interior de cistos 

localizados predominantemente no SNC, globo ocular, musculatura esquelética 

e cardíaca. O oocisto é a forma eliminada pelas fezes do hospedeiro definitivo, 

representado pelos felídeos, em especial o gato doméstico. O oocisto possui 

uma parede externa dupla que confere alta resistência ao parasita às 

condições ambientais (DUBEY, 1994). 

Os felídeos são os únicos animais que completam a fase sexuada do 

parasita, a qual leva à excreção de oocistos nas fezes. Este padrão de 

multiplicação denomina-se ciclo enteroepitelial. Os felídeos se infectam após 

ingestão de hospedeiros intermediários infectados com T. gondii ou oocistos 

esporulados do ambiente. A eliminação de oocistos nas fezes ocorre durante 7 

a 15 dias pós-infecção. Em torno de 2 a 5 dias esporulam e tornam-se 

infectantes em condições favoráveis de pH, temperatura e umidade, podendo 

permanecer viáveis na água e solo durante meses (GREENE, 2006).  

Os animais e humanos podem se infectar pelas três formas do ciclo de 

vida de T. gondii: ingestão de oocistos infectantes eliminados nas fezes de 

felídeos, de cistos presentes em tecidos de hospedeiros intermediários, além 

de taquizoítos que podem estar presentes em leite não pausteurizado 

(TENTER, 1999). Além disso, em humanos a infecção por taquizoítos pode 

ocorrer por via transplacentária e, ocasionalmente, em transplantes de órgãos 

e transfusões sangüíneas (SUBAUSTE e REMINGTON, 1997). 
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Os hospedeiros intermediários (animais e humanos) se infectam após a 

ingestão dos oocistos ou cistos. Os taquizoítos se multiplicam rapidamente por 

brotamento, provocando a lise celular, disseminando-se pelos vasos linfáticos e 

sistema porta, com subseqüente invasão de vários órgãos e tecidos. Em 

infecções maciças, os taquizoítos podem produzir áreas de necrose em órgãos 

vitais, como miocárdio, pulmões, fígado e cérebro. Durante esta fase, o 

hospedeiro pode apresentar febre e linfadenopatia. Com o desenvolvimento da 

resposta imune, a maior parte dos taquizoítos é destruída. Entretanto, são 

formados cístos, sobretudo em locais pouco acessíveis às imunoglobulinas 

circulantes, como sistema nervoso central, globo ocular e músculo estriado, 

caracterizando a fase usualmente assintomática, com tendência a cronicidade. 

Após esta fase, os susceptíveis tornam-se persistentemente infectados (ACHA 

e SZYFRES, 2003; GREENE, 2006). 

A principal forma de transmissão da toxoplasmose para os humanos 

ocorre pela ingestão de água e alimentos (frutas, verduras e legumes crus) 

contendo oocistos esporulados, ou cistos teciduais presentes em carne 

contaminada e mal cozida. Em adultos, o período de incubação varia de 10 a 

23 dias após a ingestão de carnes mal cozidas, e de 5 a 20 dias após ingestão 

de oocistos do ambiente. Para os animais domésticos, a transmissão ocorre 

pela ingestão de alimento com cistos ou água contaminada por oocistos 

esporulados (MACEDO, 1994). Na forma congênita, T. gondii multiplica-se na 

placenta e difunde-se para os tecidos fetais. Embora a infecção possa se 

desenvolver durante qualquer estágio da gestação, o feto é afetado de forma 

severa quando a gestante se infecta durante a primeira metade da gestação 

(DUBEY, 1994). 

No Brasil ocorreu o maior surto de toxoplasmose descrito em todo 

mundo, no município de Santa Isabel do Ivaí, PR, entre novembro de 2001 e 

janeiro de 2002, no qual 462 pessoas apresentaram reação sorológica para 

toxoplasmose. Estudo epidemiológico com 156 pessoas que apresentaram 

sinais da doença (cefaléia, febre, cansaço, fraqueza, mialgia, 

linfadenomegalia), revelou que sete destas eram gestantes e seis tiveram seus 

filhos infectados, manifestando anomalias congênitas graves e um abortamento 

espontâneo. A provável fonte de contágio foi o reservatório de água da cidade 
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que estava contaminado com fezes de gatos contendo oocistos de T. gondii 

(FUNASA, 2002). 

A toxoplasmose congênita apresenta altas taxas de morbimortalidade. 

No Brasil estima-se que anualmente cerca de 60.000 crianças sejam 

acometidas pela doença. O risco médio de transmissão transplacentária é de 

30%. A gravidade para o feto é inversamente proporcional à idade gestacional 

(MACEDO, 1994). As principais manifestações neurológicas pós-natais são 

microcefalia, hidrocefalia, calcificações intracerebrais, coriorretinite, surdez e 

retardo mental (PRATLONG et al., 1994).  

Os felinos são fundamentais para a manutenção do ciclo biológico da 

toxoplasmose. A infecção de gatos domésticos pela ingestão de cistos ocorre 

principalmente nos animais errantes ou domésticos que tenham hábitos de se 

alimentar fora de casa (semidomiciliados), e que possuem hábito de caçar. Os 

gatos errantes defecam em todo ambiente dificultando o controle. Sugere-se 

que os gatos errantes e semidomiciliados sejam determinantes na transmissão 

da toxoplasmose, e que deveriam ser controlados por medidas legais que 

reduzissem a intensidade da disseminação do parasita, principalmente em 

ambientes urbanos. Com efeito, a contaminação por fezes de gatos em 

areia/solo de parques, praças e ambientes recreacionais assume risco 

importante na transmissão da toxoplasmose, particularmente para crianças, 

pacientes com algum grau de imunossupressão e mulheres gestantes 

(FRENKEL, 2000). 

Pena et al. (2006), no município de São Paulo, encontraram oocistos de 

T. gondii em amostras de fezes em três (1,3%) dentre 237 gatos. Meireles et al. 

(2004) compararam a soroprevalência entre cães e gatos semidomiciliados 

pelo método de ELISA, e encontraram anticorpos em 40% dos gatos e 50,5% 

dos cães, mostrando o impacto da infecção pelo parasito na cidade de São 

Paulo.  

O Brasil possui índices de toxoplasmose que estão entre os mais altos 

descritos na literatura. Contudo, não existe no país programa de controle oficial 

ou de vigilância epidemiológica específica para a doença (MELAMED, 1982). 

Ademais, pouca atenção tem sido dada à contaminação do ambiente dos 

humanos na veiculação do parasita. 
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2.5 LARVA MIGRANS VISCERAL/OCULAR 

 
Larva migrans visceral é reconhecida como importante zoonose causada 

por migração errática de estágios larvais de parasitas intestinais do gênero 

Toxocara, especialmente T. canis, cujo hospedeiro definitivo é o cão. Em cães 

e gatos a doença é causada por T. canis e T. cati, respectivamente (COELHO 

et al., 2001).  

O cão se infecta após a ingestão de ovos embrionados de T. canis, que 

após liberação das larvas no intestino delgado atravessam a parede intestinal 

e, pela veia porta e vasos linfáticos, se disseminam para fígado, coração e 

pulmões. Nos pulmões, as larvas rompem os bronquíolos e alcançam a 

traquéia, quando são deglutidas e retornam ao intestino delgado, onde se 

desenvolvem até a forma adulta. A eliminação dos ovos nas fezes do cão pelas 

fêmeas adultas do parasito ocorre após 21 dias da ingestão dos ovos. Podem 

ser eliminados até 200.000 ovos por dia, que se tornam infectantes em duas a 

cinco semanas, sob condições ambientais adequadas de temperatura e 

umidade (SCHANTZ, 1989). Essa forma de migração denomina-se hepato-

traqueal e ocorre em cães filhotes com menos de cinco meses de idade, visto 

que ainda não possuem resposta imunológica eficiente. Aos seis meses, os 

cães apresentam resposta imunológica adquirida contra o parasito. Nestes 

animais, as larvas que passam pelos pulmões retornam ao coração, e se 

disseminam para rins, fígado, olhos e cérebro, onde permanecem em estado 

de hipobiose (BARRIGA, 1988). Esse tipo de migração também ocorre nos 

cães após ingestão de larvas infectantes em hipobiose dos tecidos de 

hospedeiros paratênicos, como roedores e aves (NUNES, 1995).  

A infecção também pode ocorrer nos filhotes por via transplacentária ou 

mamária. Pela via transplacentária, as larvas em hipobiose nos tecidos da 

cadela são ativadas, provavelmente por alterações hormonais no terço final da 

gestação, e alcançam o fígado dos fetos pela placenta. Os filhotes nascem com 

as larvas nos pulmões e, a partir da segunda semana de vida, ovos podem ser 

eliminados por parasitos adultos no intestino. As larvas podem alcançar as 

glândulas mamárias e serem transmitidas desde a ingestão do colostro até 45 
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dias da lactação, com eliminação de ovos nas fezes dos filhotes após duas 

semanas da ingestão da larva pelo leite (BARRIGA, 1988).  

As cadelas em puerpério são capazes de se infectar pela ingestão de 

parasitos adultos pelo conteúdo de vômito e ovos nas fezes dos filhotes, 

durante a higienização da ninhada (NUNES, 1995). 

Crianças na faixa etária de um a cinco anos infectam-se ao ingerirem 

ovos embrionados do parasito pelo hábito de geofagia ou onicofagia. Ao 

eclodir, as larvas atravessam a parede do intestino delgado e iniciam migração 

pela via linfática ou circulação portal para diversos órgãos, principalmente 

fígado e pulmões, podendo atingir coração, globo ocular e sistema nervoso 

central (COELHO et al., 2001). As infecções mais graves são aquelas que 

acometem o globo ocular e sistema nervoso central (BACHLI et al. 2004). A 

forma larval ocular (Larva Migrans Ocular) em crianças ocorre de forma uni ou 

bilateral (ABE-JACOB et al., 1991). Adultos também podem ser acometidos 

apresentando quadro clínico de conjuntivite, endoftalmite, estrabismo, 

leucocoria, granuloma periférico da retina e perda da visão (OVERGAAUW, 

1997). As manifestações clínicas da larva migrans visceral são astenia crônica, 

convulsões, pneumonia, tosse, insuficiência respiratória, febre, dor abdominal 

difusa, arterite, nefrite, miocardite, meningite, meningoencefalite e 

meningoradiculite (HAMIDOU et al., 2002, ABE et al., 2002, ROBINSON et al., 

2002). 

Epidemiologicamente é importante ressaltar que o livre acesso de cães e 

gatos a locais de recreação propiciam a contaminação do solo. Devido à 

consistência da cutícula externa, os ovos permanecem viáveis por vários 

meses no ambiente, expondo continuadamente a população humana ao risco 

de infecção e desenvolvimento da doença (SANTARÉM et al., 1998). A 

ingestão de carne crua de hospedeiros paratênicos, principalmente de ovinos 

(SALEM e SCHANTZ, 1992) e frangos (MORIMATSU et al., 2006) também é 

considerada fator de risco na transmissão da toxocaríase. 

Espinoza et al. (2003) estudaram a soroprevalência da doença em Lima, 

Peru, em pacientes com sinais oculares sugestivos de toxocaríase e obtiveram 

55,6% de indivíduos reagentes.  

Wiwanitkit e Waenlor (2004) avaliaram amostras de areia de praças 

públicas em Bangkok, Tailândia, e detectaram 5,71% de amostras positivas 
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para ovos de Toxocara sp. Os autores concluíram que a toxocaríase deve ser 

controlada conjuntamente à população de cães e gatos errantes e 

semidomiciliados. Talvik et al. (2006) analisaram 454 amostras de fezes e areia 

de parques em Tartu, Estônia, e observaram 17,8% de amostras de areia 

positivas para ovos de Toxocara sp. Fezes de gatos foram encontradas em 21 

amostras de areia. Ademais, foi realizada necropsia para identificação de 

parasitos adultos em 41 cães e 27 gatos eutanasiados, que apresentaram 

14,6% de T. canis e 48,2% de T. cati, respectivamente. Os autores alertaram 

que as crianças são o maior grupo de risco na transmissão ambiental desta 

zoonose e que os gatos são tão importantes quanto os cães na disseminação 

do parasito. 

No Brasil, Costa-Cruz et al. (1994) estudaram a freqüência de 

contaminação de praças públicas de Uberlândia, MG, por ovos de Toxocara sp. 

em amostras de areia e encontraram o parasita em 23% da amostragem. Em 

Santa Maria, RS, estudo similar identificou o parasita em 91,7% de praças e 

parques de recreação (Corrêa et al., 1995). Santarém et al. (1998) também 

encontraram ovos de Toxocara sp. em 17,5% de amostras de areia de parques 

e praças públicas de Botucatu, SP, predominantemente nos meses de 

primavera e verão. Araujo et al. (1999) avaliaram setenta e quatro praças 

públicas em Campo Grande, MS, e encontraram ovos de Toxocara sp. em oito 

(10,8%) praças. Coelho et al. (2001), em Sorocaba, SP, investigaram a 

presença de ovos de Toxocara sp. em trinta praças, tendo recuperado o 

parasita em dezesseis (53,3%).  

 

2.6 CORONAVIROSE 

 
 Os vírus da família Coronaviridae estão classificados na ordem 

Nidovirales e são subdivididos em três sorogrupos (grupos I, II, III). Dentro 

desses grupos, são classificados com base no hospedeiro natural, reações 

sorológicas e técnicas moleculares (FLORES, 2007).  

 O grupo I está envolvido em manifestações entéricas e respiratórias em 

suínos, gastroenterite em cães e peritonite em felinos. O grupo II causa 

resfriado em humanos, encefalite e gastroenterite em suínos, hepatite em 
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camundongos e sinais de enterite em bovinos e perus. O grupo III provoca 

traqueobronquite e nefrite em aves (FLORES, 2007).  

Os Coronavirus são vírus RNA envelopados. Possuem o maior genoma 

conhecido entre os vírus RNA. Os vírions possuem forma esférica, entre 80 a 

120 nm, circundados por projeções externas de aproximadamente 20 nm de 

extensão, que conferem à partícula viral aparência similar a uma coroa. Essas 

projeções externas são formadas pelas glicoproteínas S da superfície do 

envelope viral, responsáveis pela ligação dos vírions aos receptores celulares, 

a fusão do envelope com a membrana plasmática e apresentam sítios 

antigênicos que induzem a produção de anticorpos neutralizantes (QUINN et 

al., 2005).  

Este grupo de vírus são facilmente inativados por solventes lipídicos, 

agentes oxidantes, formaldeído, detergentes e desinfetantes comuns. 

Apresentam grande sensibilidade ao calor e estabilidade ao pH ácido, e podem 

se manter estáveis em pH 3 (GREENE, 2006). Gundy et al. (2009) avaliaram a 

sobrevivência  do coronavírus em água parada e água de esgoto a 4°C e 23°C, 

e observaram presença de partículas virais viáveis por mais de 100 dias na 

água a  4°C, 10 dias na água a  23°C e entre 2 a 4 dias na água de esgoto. 

 O gênero Coronavirus apresenta complexo mecanismo de replicação 

viral, que inclui a produção de RNAs mensageiros (mRNA) subgenômicos, 

gerando alta freqüência de recombinações, grande variação antigênica e a 

existência de vários sorotipos. Além disso, os coronavírus sofrem mutações 

freqüentes no seu genoma, decorrentes de erros cometidos pela RNA 

polimerase e deleções no genoma de vírus preexistentes (FLORES, 2007). 

 O ciclo replicativo dos coronavírus consiste na ligação dos vírions pela 

glicoproteína S aos receptores celulares e internalização por endocitose.  O 

genoma é liberado no citoplasma e a enzima polimerase é produzida, iniciando 

a síntese da cópia antigenômica e dos mRNAs subgenômicos. Em seguida, os 

mRNAs subgenômicos são traduzidos em proteínas estruturais e ocorre a 

síntese do RNA genômico que, posteriormente, será conjugado às proteínas do 

nucleocapsídeo. Após o brotamento do nucleocapsídeo no retículo 

endoplasmático rugoso ou do complexo de Golgi, a progênie viral é 

transportada em vesículas até a membrana plasmática e o egresso das 
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partículas virais ocorre por exocitose, culminando com a morte celular e 

infecção de novas células (SAWICKI et al., 2007).   

 Os coronavírus podem infectar várias espécies de mamíferos e de aves. 

Apresentam tropismo por células epiteliais intestinais e respiratórias. As 

infecções podem ser graves em animais jovens e nos adultos, mas geralmente 

são brandas ou inaparentes (QUINN et al., 2005).  

O interesse por essa família aumentou recentemente com a 

classificação de um novo coronavírus humano, o vírus da pneumonia asiática 

(SARS-COV). Antes do aparecimento deste coronavírus nos humanos, os 

patógenos deste gênero estavam relacionados principalmente a resfriados de 

evolução benigna (FLORES, 2007).  Os coronavírus não são estritamente 

espécie-específicos e são capazes de infectar novas espécies. Desta forma, se 

aventa a possibilidade de infecções cruzadas entre animais e humanos. 

Cuidados gerais de higiene quando da manipulação de animais doentes e de 

suas excreções são recomendados na profilaxia da coronavirose (GREENE, 

2006).  
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2.7 ROTAVIROSE 

 
 Os rotavírus são reconhecidos mundialmente como um dos principais 

vírus entéricos para humanos e animais. Estão amplamente distribuídos na 

natureza e acometem grande diversidade de hospedeiros, incluindo mamíferos 

domésticos, silvestres e as aves (ACHA e SZYFRES, 2003). 

As partículas virais quando observadas na microscopia eletrônica 

apresentam aparência de roda, fato que motivou a denominação Rotavirus. Os 

vírions medem cerca de 85 nm de diâmetro e não possuem envelope. São os 

únicos vírus de mamíferos e aves que possuem 11 segmentos de RNA de fita 

dupla (dsRNA) no genoma e com diferentes tamanhos. A diferença de tamanho 

permite observar perfil de migração único dos segmentos genômicos para os 

rotavírus quando separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). 

Cada segmento codifica pelo menos uma proteína viral, totalizando seis 

proteínas estruturais e seis não-estruturais. O segmento 11 do genoma é o 

único que codifica mais de uma proteína.  No núcleo viral, estão presentes as 

proteínas VP1, VP2 e VP3. No capsídeo intermediário localiza-se a VP6 e, no 

capsídeo externo, a VP4 e VP7 (QUINN et al., 2005). 

Os rotavírus podem ser classificados em sete sorogrupos, designados 

pelas letras A a G, segundo diferenças antigênicas da proteína VP6, como 

também pelo padrão eletroforético de migração dos 11 segmentos genômicos. 

Os grupos A, B e C são encontrados tanto em humanos quanto em animais, 

enquanto os grupos D a G são identificados exclusivamente em animais.  As 

proteínas do capsídeo externo VP4 e VP7 permitem também a caracterização 

do vírus em sorotipos e/ou genótipos. Dessa forma, o rotavírus possui sistema 

binário de classificação, constituído por tipos de VP4 e tipos de VP7. 

Atualmente são reconhecidos mais de 27 diferentes tipos de VP4 e VP7 e mais 

de 405 combinações possíveis entre os diferentes genótipos (ACHA e 

SZYFRES, 2003; FLORES, 2007).  

 Os rotavírus mantêm a infectividade em pH entre 3 e 9. São 

relativamente estáveis em condições ambientais e podem se manter viáveis 

por meses nas fezes. Resitem ao éter e clorofórmio, porém são sensíveis a 

formalina, cloro, betapropiolactona, etanol (95%) e glutaraldeído (GREENE, 

2006). A diversidade antigênica dos rotavírus é decorrente de mutações 
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pontuais (substituições de aminoácidos das proteínas), de ressortimento (troca 

de segmentos genômicos por cepas diferentes ao co-infectarem uma célula) e 

de rearranjos genômicos (deleções ou duplicações em porções de um 

segmento genômico) (FLORES, 2007). 

 Os enterócitos dos neonatos são altamente susceptíveis à infecção 

devido ao desenvolvimento completo do ciclo replicativo e a produção de 

progênie viral. Durante a primeira semana de vida, a doença clínica é incomum 

pela presença de anticorpos maternos que neutralizam o vírus (RADOSTITS et 

al., 2007).  

Clinicamente as infecções nos animais manifestam-se por diarréia, 

desidratação, desequilíbrio eletrolítico e acidose, acometendo principalmente 

animais jovens durante o primeiro mês de vida, o que acarreta grandes perdas 

econômicas nas criações comerciais. Em adultos, a infecção geralmente é 

assintomática, porém podem se tornar portadores e transmitirem o vírus para 

os animais jovens (VERONESI e FOCACCIA, 1996).   

 A transmissão da rotavirose ocorre via oral-fecal pela água, alimentos e 

fômites contaminados. Após a ingestão, os vírions penetram nos enterócitos 

maduros do intestino delgado após interação das proteínas VP4 e VP7 com os 

receptores celulares. A partícula viral penetra no citoplasma da célula por 

endocitose ou por penetração direta pela membrana. Em seguida, a 

transcriptase viral é ativada dando início ao ciclo replicativo. Os virions 

maduros são liberados por lise celular com descamação do epitélio intestinal, 

infectando outras células. A reposição celular ocorre por células cubóides da 

cripta que, embora refratárias à ação viral, são incapazes de exercerem as 

funções absortivas. O vírus é excretado nas fezes por até sete dias pós-

infecção.  A diarréia causada por rotavírus se caracteriza por má absorção e 

por deficiência da enzima lactase, gerando falha na digestão de lactose. A 

lactose não digerida entra em fermentação pela ação de bactérias, aumenta a 

pressão osmótica na luz intestinal, intensificando a diarréia. Após o período de 

incubação (16 a 24 horas), se observa diarréia de coloração esbranquiçada 

pela presença de leite não digerido, anorexia, emese, desidratação e acidose 

metabólica (RADOSTITS et al., 2007). 

Os rotavírus são predominantemente espécie-específicos. Entretanto, 

infecções heterólogas são relatadas com grande freqüência. Cepas virais que 
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são geneticamente relacionadas com vírus de origem bovina, suína, canina, 

felina e aviária têm sido isoladas de crianças com infecções sintomáticas ou 

assintomáticas. Ademais, combinações genotípicas comumente associadas 

com cepas de rotavírus do grupo A de origem humana tem sido identificadas 

em animais (FLORES, 2007). 

As infecções por rotavírus constituem uma das principais causas de 

morbimortalidade infantil em todo o mundo. Afetam principalmente crianças de 

até cinco anos de idade, com predomínio entre seis meses a um ano de idade 

(ACHA e SZYFRES, 2003). Segundo CDC (1991), foram examinadas amostras 

fecais de crianças dos EUA por um período de 23 meses e 20% das amostras 

foram positivas para rotavírus, com maior incidência nos meses de inverno.  

No Brasil, foram analisadas 557 amostras fecais de crianças 

hospitalizadas em Goiânia com ou sem gastroenterite. Do grupo de crianças 

com diarréia foi encontrado 29,2% de amostras positivas, enquanto que no 

grupo sem diarréia 4,1% foram positivas (CARDOSO et al., 1992). 

  Considerando o acesso de animais e aves nas praças e parques 

recreacionais, a geofagia e os precários hábitos de higiene das crianças nos 

primeiros anos de vida, a veiculação de microrganismos pelo calçado dos 

usuários e o uso de areia de origem desconhecida são fatores que podem 

propiciar condições de risco na transmissão de enteropatógenos para os 

humanos nestes ambientes. Com efeito, o presente estudo teve por objetivo 

investigar a presença de E. coli, R. equi, Salmonella sp., T. gondii, Toxocara 

sp., Coronavírus e Rotavírus em amostras de areia de praças e parques, 

públicos e privados, em Botucatu, SP.  
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3 OBJETIVOS 

 

Geral:  

 Avaliar a ocorrência de enteropatógenos como indicadores de 

contaminação da areia de parques e praças de recreação, bem como investigar 

marcadores de virulência nos isolados de E. coli e R. equi. 

 

Específicos: 

� Detectar a ocorrência de R. equi e a presença de plasmídios associados 

à virulência nos isolados;  

� Investigar a presença de adesinas, toxinas e sistema de captação de 

ferro em linhagens de E. coli e a ocorrência do sorotipo O157:H7; 

� Avaliar a contagem de coliformes totais e E. coli no solo e areia das 

praças e parques; 

� Determinar a presença do gênero Salmonella no ambiente e os 

sorotipos com potencial zoonótico; 

� Avaliar a presença de ovos de Toxocara sp. e oocistos de T. gondii no 

ambiente das praças e parques; 

� Investigar a presença de material genético de Coronavírus e Rotavírus 

no ambiente das praças e parques; 

� Comparar os parques e praças de visitação pública ou privada quanto à 

ocorrência dos diferentes enteropatógenos; 

� Recomendar a adoção de práticas de higienização e controle de acesso 

de animais, especialmente nos ambientes contaminados.   
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Descrição do município de colheita 

As amostras de areia utilizadas no estudo foram colhidas no município 

de Botucatu, localizado na região centro-sul do estado de São Paulo, a 240 Km 

da capital, com área total de 1.522 Km2, a altitude de 840m. A população é 

estimada em 121.275 habitantes (IBGE, 2006). Segundo estimativas da 38ª 

Campanha de Vacinação Anti-rábica realizada pela FMVZ-UNESP/Botucatu, 

SP, o município possui ao redor de 20.212 cães e 7.580 gatos, muitos dos 

quais errantes ou semidomiciliados, perfazendo cerca de um cão para cada 

seis pessoas e um gato para cada 16 pessoas do município.  

 

4.2 Locais e períodos de colheita 

O município possui cerca de sete praças recreacionais públicas com 

caixas de areia. Foram selecionados aleatoriamente cinco praças públicas e 

cinco parques privados (creches, escolas e clubes), com autorização dos 

responsáveis pelos locais, perfazendo dez locais de colheita. As amostras de 

material do ambiente foram colhidas a cada três meses (fevereiro, maio, agosto 

e novembro).  

 

4.3 Colheita de material 

Amostras de aproximadamente 250g de areia foram colhidas de cinco 

pontos diferentes de cada local, eqüidistantes de no mínimo cinco metros. As 

amostras foram colhidas com auxílio de uma colher-de-jardineiro, após a 

eliminação das sujidades da superfície, a uma profundidade de 5,0 cm e com 

inclinação de 45 graus (MODIFICADO DE SANTARÉM et al., 1998). Os 

materiais foram imediatamente acondicionados em sacos plásticos individuais, 

com fechamento de pressão – utilizados para o congelamento de produtos 

cárneos – e encaminhados até o laboratório de Doenças Infecciosas da FMVZ 

– UNESP/Botucatu, SP. As amostras submetidas a exames microbiológicos e 

parasitológicos foram mantidas em refrigeração (4-8°C), e processadas, no 

máximo, em sete dias pós-colheita. Para a pesquisa dos enteropatógenos de 

origem viral, as amostras foram aliquotadas em sacos plásticos individuais de 

pressão e mantidas congeladas (-20°C), até o processamento pelas técnicas 
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moleculares. Desta forma, foram colhidas 50 amostras de praças ou parques 

recreacionais públicos e igual quantidade de locais privados, a cada três 

meses, perfazendo 200 amostras avaliadas ao longo de um ano de 

acompanhamento dos ambientes recreacionais. 

 

4.4 Estoque de linhagens 

 Os isolados de E. coli e R. equi foram mantidos em tubos de vidro 

vedados com tampa de borracha, no meio de Ligniéres, em temperatura 

ambiente (25°C), em duplicata, até o processamento pelas técnicas 

moleculares para a detecção dos diferentes fatores de virulência. 

 

4.5 Diagnóstico de R. equi 

4.5.1 Caracterização microbiológica 
R. equi foi identificado com base nas características morfo–tintoriais 

(coloração de Gram), de cultivo (nos meios de ágar sangue ovino a 5%, 

desfibrinado, e no meio de NANAT – ácido nalidíxico, novobiocina, actidione e 

telurito de potássio) – [WOOLCOCK et al., 1979] e bioquímicas do 

microrganismo, incluindo catalase, oxidase, redução de nitrato, urease e 

utilização de substratos (glicose, maltose e sacarose), assim como por 

colorações específicas para ácido–resistência – pelo o método de Ziehl–

Nielsen modificado (QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2005) –, no laboratório 

de Doenças Infecciosas dos Animais da FMVZ–UNESP/Botucatu, SP.  

 

4.5.2 Determinação de antígenos e plasmídios de virulência 
 A caracterização dos plasmídios associados à virulência (Vap´s) foi 

realizada pelo Dr. Shinji Takai, da Universidade de Kitasato no Japão. Os 

isolados de R. equi foram enviados em tubos de vidro devidamente lacrados, 

com autorização emitida pelo Serviço de Defesa Animal do MAPA, Brasil, e 

contendo a permissão de importação do Ministério da Agricultura do Japão. 

 

4.5.2.1 Imunobloting 
 Colônias isoladas de R. equi foram semeadas no ágar infusão cérebro–

coração, incubadas em aerobiose, a 37oC, por 24 h. Em seguida, foram 

dispostas em contato com filtro de nitrocelulose (0,45μm), por 5–10 minutos. A 
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membrana foi removida, seca ao ar, e autoclavada por 105oC, por 60 

segundos. O material impregnado na membrana foi submetido à técnica 

imunoenzimática com anticorpos monoclonais, visando a detecção de 

linhagens VapA e VapB (TAKAI et al., 1991; TAKAI et al., 1995a,b).  

 

4.5.2.2 Extração de DNA plasmidial 
 O DNA plasmidial foi obtido pelo método de lise alcalina. O material 

genético extraído foi analisado pela digestão com enzimas de restrição: HindIII, 

BamHI, EcoRI e EcoT22I visando a determinação do tamanho plasmidial, nos 

quais as linhagens com 85 a 90kb foram carcterizadas como virulentas (VapA), 

enquanto os isolados entre 79 a 100kb foram identificados como de virulência 

intermediária (VapB). Os isolados desprovidos de plasmídios contendo os 

tamanhos supracitados foram considerados avirulentos (BIRNBOIM e DOLY, 

1979; TAKAI et al., 1993). 

 

4.5.2.3 Reação em cadeia pela polimerase 
  A amplificação do material genético foi realizada em 10μl de DNA 

preparado em 50μl de volume contendo 10mM de Tris–HCl (pH 8,3, a 25oC), 

50 mM de KCl, 0,2 mM de desoxinucleotídios trifosfatos, 1,5 mM de MgCl2, 

2,5U de Taq DNA–polimerase e 1mM de cada primer. As amostras foram 

submetidas a 30 ciclos de amplificação, segundo as seguintes condições de 

ciclos: desnaturação por 90 s a 94oC; anelamento por 1 min. a 55oC, e 

extensão por 2 min. a 72oC. A detecção de seqüências de genes de antígenos 

virulentos (15–17 kDa) foi realizada utilizando o primer 1 (5’–

GACTCTTCACAAGACGGT–3’) e primer 2 (5’–TAGGCGTTGTGCCAGCTA–

3’), visando a amplificação de seqüência entre 552 e 569 pares de base. Para 

estirpes de virulência intermediária (20 kDa) foram utilizados o primer 3 (5’–

AACGTAGTCGCGGTGAGAA–3’) e primer 4 (5’– 

ACCGAGACTTGAGCGACTA–3’), para amplificação gênica entre 240 e 258 

pares de base (TAKAI et al., 1995a,b). Cepas controle positivas para VapA, 

VapB e avirulentas foram cedidas pelo Prof. Shinji Takai da Universidade de 

Kitasato, Japão.   
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4.6 Diagnóstico de E. coli 
4.6.1 Caracterização microbiológica 

Uma alíquota de 25g do material foi suspensa em 225 mL de água 

destilada esterilizada e cultivada em meio ágar sangue ovino desfibrinado (5%) 

e ágar MacConkey, em condições de aerobiose, a 37°C, mantidas por 48 

horas. Colônias sugestivas de E. coli foram identificadas segundo  

características morfo-tintoriais, bioquímicas e de cultivo (KRIEG e HOLT, 1994) 

no laboratório de Doenças Infecciosas da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP.  

 

 4.6.2 Cultivo Microbiológico em Ágar MacConkey Sorbitol 
Simultaneamente, após a suspensão das amostras em água destilada 

esterilizada, o material foi semeado em ágar MacConkey sorbitol para pesquisa 

de estirpes não-fermentadoras de sorbitol (VERNOZY-ROZAND, 1997 e 

LANDGRAF et al., 1998). O meio de ágar MacConkey sorbitol foi mantido em 

temperatura de 37ºC, em aerobiose, por 24 horas. As linhagens com colônias 

incolores foram consideradas sorbitol-negativas e submetidas aos testes de 

aglutinação para identificação do sorotipo O157:H7. Foi utilizado como controle 

de microrganismo sorbitol-negativo, cepa padrão de E. coli O157:H7 (EDL 

933), cedida pela Profa. Ass. Dra. Mariza Langraf do Departamento de 

Alimentos e Nutrição Experimental, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

da Universidade de São Paulo. 

 

4.6.3 Caracterização do Sorotipo O157:H7 
Todas as linhagens não-fermentadoras de sorbitol (semeadas no ágar 

MacConkey sorbitol), foram submetidas a testes de aglutinação, utilizando anti-

soros comerciais para O157 e H7, de acordo com as recomendações do 

fabricante1. Como controle positivo foi utilizada cepa padrão de E. coli O157:H7 

(EDL 933), cedida pelo Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental,  
___________________________________ 

1 Probac do Brasil. Produtos Bacteriológicos Ltda. São Paulo, SP. 
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da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo.  

 
4.6.4 Reação em Cadeia pela Polimerase  

A PCR foi realizada visando o diagnóstico dos seguintes fatores de 

virulência: Adesinas: intimina eae, fímbria P, fímbria S, adesina afimbrial. 

Toxinas: hemolisina, fator necrosante citotóxico, verotoxinas, toxinas termo-

estável e toxina termo-lábil. Sistema de captação de ferro: aerobactina. 

Foram utilizados os seguintes controles positivos para a classificação 

das adesinas e demais fatores de virulência: O157:H7 (vt1, vt2, eae), 2348/69 

(eae, bfp, eaf), J96 (papGII, papGIII), FV223 (papGII), IANO (stb, lt1), FVL2 

(pap, sfa, iuc, cnf-1, saa),  FV232 (afa), EAEC O42 (eaec), B90 (cnf-2), FVL16 

(cnf-1, hly, pap, sfa, iuc), ETEC13 (sta), EIEC (ipaH). Todas as cepas controles 

foram cedidas pelo Prof. Dr. Domingos da Silva Leite, do Laboratório de 

Antígenos Bacterianos II do Departamento de Microbiologia e Imunologia/IB – 

UNICAMP, Campinas, SP. 

O método para obtenção de DNA consistiu na inoculação das linhagens 

em caldo cérebro coração (BHI), a 37°C, “overnight”. Após este período, as 

estirpes foram semeadas em ágar TSA (Tryptic Soy Agar), a 37°C, por 24 

horas. Em seguida, duas ou três colônias típicas foram suspensas 100μl de 

água ultra-pura esterilizada. Estas suspensões foram fervidas por 10 minutos e 

centrifugadas a 9676,8g (12.000 rpm) por 3 minutos. Os sobrenadantes destes 

materiais foram utilizados para as reações de PCR (BLANCO et al. 1997).  

Foram utilizados “primers” específicos para cada um dos genes, a saber: 

vt1, vt2 (verotoxinas dos tipos 1 e 2), papC (proteína de membrana externa da 

fímbria P), papGI/GII/GIII (alelos da adesina papG), sfaS (região conservada 

sfa/foc de fímbria S), afaB/C (região conservada chaperona âncora de adesina 

afimbrial), hlyA (proteína estrutural hemolítica), iucD (oxigenase responsável 

pela biossíntese da aerobactina), eae (gene codificador para eae – E. coli 

attachment and effacing), cnf-1, cnf-2 (citotoxinas CNF-1 e 2), sta, stb 

(enterotoxinas STa e b), saa (adesina auto-aglutinante), ipaH (E. coli 

enteroinvasora), eaec (E. coli enteroagregativa), bfp (bundle-forming pilus), eaf 

(plasmídio EAF), lt1 (enterotoxina LT1).  

O quadro 1 apresenta a seqüência de iniciadores, peso molecular e 

temperatura de anelamento das reações de cada fator de virulência investigado 



 
 

 
 

 

39 

de E. coli, enquanto o Quadro 2 sumaria os reagentes e respectivas 

quantidades utilizadas nas reações. 

 

QUADRO 1. Iniciadores utilizados para detecção de diferentes fatores de 

virulência em linhagens de E. coli isoladas de areia de parques e praças de 

recreação públicos e privados, utilizando a reação em cadeia pela polimerase. 

Botucatu, SP, 2008-2009. 

Gene Seqüência de oligonucleotídeos  
(5’- 3’) 

TA* 
(°°°°C) 

Produto 
amplificado 

(pb) 

Quantidade 
iniciadores/ 

reação 
(ng/μμμμg) 

Referências 

Vt1 CAGTTAATGTGGTGGCGAAG 
CTGCTAATAGTTCTGCGCATC 53 894 90 BLANCO et al., 

1997 

Vt2 CTTCGGTATCCTATTCCCGG 
GGATGCATCTCTGGTCAT TG 53 478 90 BLANCO et al., 

1997 

Eae ACGTTGCAGCATGGGTAACTC 
GATCGGCAACAGTTTCACCTG 

63 815 30 GANNON et 
al., 1993 

Bfp AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 58 326 30 GUNZBURG et 

al., 1995 

Eaf CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 
TATGGGGACCATGTATTATCA 50 397 150 GUNZBURG et 

al., 1995 

Cnf-1 GAACTTATTAAGGATAGT 
CATTATTTATAACGCTA 63 543 90 BLANCO et al., 

1996 

Cnf-2 AATCTAATTAAAGAGAAC 
CATGCTTTGTATATCTA 46 543 90 BLANCO et al., 

1996 

Lt1 GGCGACAGATTATAGCGTGC 
CCGAATTCTGTTATATATGTC 55 696 60 BLANCO et al., 

1997 

Sta TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 
CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC 50 147 30 BLANCO et al., 

1997 

Stb ATCGCATTTCTTCTTGCATC 
GGGCGCCAAAGCATGCTCC 49 172 60 BLANCO et al., 

1997 

PapC GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

63 328 60 DAIGLE et al., 
1994 

PapGI CAACCTGCTCTCAATCTTTACTG 
CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 63 692 60 KARKKAINEN, 

et al., 1998 

PapGII CAACCTGCTCTCAATCTTTACTG 
CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 63 562 60 KARKKAINEN, 

et al., 1998 

PapGIII CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 
TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC 

63 421 60 KARKKAINEN, 
et al., 1998 

afaB/C GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 67 750 60 YAMAMOTO et 

al., 1995 

SfaS CGGAGGAATTACAAACCTGGCA 
CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 63 410 90 DAIGLE et al., 

1994 

IucD TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 

63 602 60 YAMAMOTO et 
al., 1995 

Eaec CTGGCGAAAGACTGTATCAT 
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 58 630 60 SCHMIDT et 

al., 1995 

Saa CGTGATGAACAGGCTATTGC 
ATGGACATGCCTGTGGCAAC 60 119 50 PATON e 

PATON, 2002 

HlyA AACAAGGATAAGCAGTGTTCTGGCT 
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

63 1117 60 YAMAMOTO et 
al., 1995 

IpaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 63 600 30 ARANDA et al., 

2004 
*TA: temperatura de anelamento 
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QUADRO 2. Reagentes para as reações de PCR na detecção de fatores de 

virulência de E. coli isoladas de areia de praças e parques públicos e privados. 

Botucatu, SP, 2008-2009. 

 

REAGENTES VOLUME (μμμμl) CONCENTRAÇÃO FINAL 

Água ultra-pura estéril (qsp) 30 ---- 

10X “PCR Buffer” 

(Fermentas) 

3 1X 

25mM “dNTP mixture” 

(Fermentas) 

0,24 0,2mM cada 

“primer” 1 1 ---- 

“primer” 2 1 ---- 

50 Mm MgCl2 (Fermentas) 2,4 2,0mM 

DNA extraído 7 ---- 

“Taq-DNA Polimerase” (1,5) 

(Fermentas) 

0,3 1,5U 

TOTAL 30 ---- 

*Os iniciadores foram preparados em uma concentração de 30ng/μl. De acordo com a necessidade de iniciadores para 

as reações de PCR utilizou-se 1, 2 ou 3 vezes da concentração inicial. 

 

As reações de PCR das soluções foram realizadas em termocicladores 

programados para pré-aquecimento a 94°C/10 minutos e 30 ciclos de 94°C/1 

minuto, temperatura de anelamento de acordo com o gene pesquisado, 

temperatura de extensão de 72°C/2 minutos, seguida por 72°C/7 minutos. Após 

realizadas as amplificações dos DNAs bacterianos, foi adicionado às soluções 

5 μl de tampão de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de 

xilenocianol e 25% de ficoll). O gel de agarose foi preparado em concentração 

2% em TAE (tampão Tris 2M, ácido acético 0,04M, EDTA 0,01M e pH 8,0). Em 

cada poço do gel foram dispostos 10μl da mistura. 

 Em seguida foi procedida a eletroforese com 100mV por 40 minutos e 

amperagem variável. As bandas foram identificadas após incubação em 

solução de brometo de etídio (1,5 μg/mL), por 15 minutos, e visualizadas em 

transluminador de luz UV. Os géis foram fotografados e as imagens capturadas 

pelo sistema Image Master® VDS e programa LISCAP-Capture Application, 

respectivamente.  
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4.6.5 Filogenia 
 A classificação filogenética das linhagens foi realizada segundo 

Clermont et al. (2000) em PCR-Multiplex. Foi utilizado um par de primers para 

cada gene (chuA e yjaA) ou fragmento de DNA anônimo (TspE4.C2) (Quadro 

3). O esquema proposto permitiu a classificação das cepas nos grupos 

filogenéticos A e B1 (comensais), B2 e D (extraintestinais). 

 Como padrões positivos para o gene chuA foram utilizadas as cepas J96 

e/ou O157:H7; para yjaA foram utilizadas as cepas DH5�, K-12 e/ou C600 e 

para TsPE4.C2 somente a cepa 2348/69. 

 

QUADRO 3. Iniciadores utilizados para classificação filogenética* de linhagens 

de E. coli isoladas de areia de parques e praças de recreação públicos e 

privados, utilizando a reação em cadeia pela polimerase. Botucatu, SP, 2008-

2009. 

 

Gene 

Seqüência de 

oligonucleotídeos (5’- 3’) 

TA** 

(°°°°C) 

Produto 

amplificado 

(pb) 

Quantidade 

iniciadores/ 

reação (ng/μμμμg) 

ChuA GACGAACCAACGGTCAGGAT 
TGCCGCCAGTAGGAAAGACA 

55 279 30 

YjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 
ATGGAGAATGCGTTCTCAAC 

55 211 30 

TspE4.C2 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
CGCGCCAACAAAGTATTACG 

55 152 30 

   *Classificação proposta por CLERMONT et al., 2000. 

   **TA: temperatura de anelamento 

 

4.6.6 Contagem de coliformes totais a 35°C e E. coli 
Foram pesados assepticamente 25 g de cada amostra e transferidos 

para sacos plásticos esterilizados. Em seguida, foram adicionados 225 mL de 

solução salina esterilizada e homogeneizado em “stomacher” por 2 minutos. 

Alíquotas de 1mL das diluições 10-1, 10-2  e 10-3 foram transferidas para placas  

de PetrifilmTM (3M)2,  que permite a diferenciação das colônias de coliformes 

totais das de E. coli. A incubação foi realizada a 35ºC por 24-48h, conforme  

recomendação do fabricante. 
_______________________________ 

2 Petrifilm, 3M do Brasil Ltda, Microbiologia. Sumaré, SP. 
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4.7 Diagnóstico de Salmonella sp 
4.7.1 Caracterização microbiológica  

Foram pesados assepticamente 25 g de cada amostra e transferidos 

para sacos plásticos esterilizados. Em seguida, foram adicionados 225 mL de 

água peptonada tamponada esterilizada a 1,0% e homogeneizado em 

“stomacher” por 2 minutos. Os sacos plásticos contendo as amostras e o 

diluente foram incubados a 35ºC por 18-24h. Subseqüentemente, 0,1 mL e 1 

mL do líquido da mistura pré-enriquecida foram transferidos para tubos de 

ensaio contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e Tetrationato 

(TT), respectivamente, e a incubação de ambos foi realizada a 42ºC (RV) e 

35ºC (TT), por 18 – 24h. Em seguida, os caldos de enriquecimento seletivo 

foram estriados com alça de níquel-cromo, na superfície de placas contendo 

ágar Bismuto de Sulfito (BS) e ágar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), com 

incubação a 35ºC por 18-24h. Colônias características de Salmonella sp foram 

repicadas para o ágar TSI (Triple Sugar Iron) e LIA (Lisina Iron Agar), 

incubados a 35ºC, por 18–24h. Colônias sugestivas de Salmonella sp em pelo 

menos um dos meios (TSI ou LIA) foram submetidas a testes bioquímicos 

adicionais: produção de indol, reação de Vermelho de Metila e de Voges-

Proskauer, utilização de citrato, produção de urease, utilização de glicose e 

lactose, observação do movimento e produção de fenilalanina desaminase 

(ANDREWS et al, 1998). 

 

4.7.2 Teste de aglutinação com soro polivalente e caracterização de 
sorotipos 

As linhagens de Salmonella isoladas foram submetidas ao teste de 

aglutinação gênero-específica em lâmina, utilizando soro polivalente comercial 

anti-Salmonella flagelar e somático, de acordo com as recomendações do 

fabricante3. Os resultados foram expressos em ausência ou presença de 

Salmonella sp. As linhagens caracterizadas como Salmonella nos testes 

bioquímicos e com aglutinação positiva em lâmina foram encaminhadas para 

caracterização de sorotipos (POPOFF e LE MINOR, 1992), no Setor de 

Enterobactérias do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo. 
____________________________ 

3 Soro polivalente anti-Salmonella. Probac do Brasil. Produtos Bacteriológicos do Brasil Ltda. São Paulo, SP. 
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4.8 Diagnóstico de Toxocara sp. 

4.8.1 Recuperação de ovos  
 Foi separado um grama de cada amostra de areia e adicionado 6,0 mL 

de água destilada, mantido em repouso por no mínimo duas horas. Após este 

período, o material foi transferido para tubo cônico de centrífuga graduado para 

12,0 ml, homogeneizado durante dois minutos e depois centrifugado durante 

cinco minutos a 2.500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionado 6,0 ml 

da mesma solução, que em seguida foi novamente homogeneizada e 

centrifugada. O sobrenadante foi desprezado e recebeu adição de 10,0 ml de 

solução de nitrato de sódio (d=1.20), que consistiu na etapa de flutuação dos 

ovos. Após re-suspensão do material, foi realizada nova centrifugação com o 

mesmo padrão supracitado. Após esse processo, o tubo foi preenchido com a 

mesma solução de flutuação até a formação de menisco. Em seguida, foi 

disposta uma lamínula de vidro de 22x22mm sobre o menisco, e o tubo ficou 

na posição vertical por cinco minutos, visando a flutuação de ovos. A lamínula 

foi transferida para uma lâmina histológica, para a pesquisa de ovos do 

parasita, em objetiva de 10X. 

O processo de flutuação descrito acima foi repetido mais duas vezes, 

totalizando a leitura em triplicata de cada alíquota de material (SANTARÉM et 

al, 1998). 

 

4.9 Diagnóstico de T. gondii 
4.9.1 Recuperação de oocistos 
 Dos 250 gramas de amostra de cada local foram separados 5g de solo 

e/ou areia e diluído em 50 mL de água. Em seguida, a diluição foi submetida ao 

agitador magnético por 10 minutos, filtrada em filtro de malha fina e 

centrifugada em 2500 rpm por sete minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento resuspendido em 10-15 mL de água. Após a resuspensão do 

sedimento, o material foi misturado com 50 mL de solução de sacarose e 

centrifugado a 1000 rpm por três minutos. O tubo contendo a mistura do 

sedimento resuspendido com a solução de sacarose foi mantido em posição 

vertical durante três horas. Em seguida, foi colhido 5 mL do sobrenadante e 

adicionado 80 mL de água, centrifugado a 2500 rpm por sete minutos. O 

sobrenadante foi descartado e uma pequena quantidade de água foi misturada 

de forma homogênea ao sedimento. Logo após, uma gota foi observada em 
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microscópio óptico. Na presença de oocistos do gênero Toxoplasma, o material 

foi submetido a identificação da espécie mediante o isolamento em 

camundongos (FREYRE, 1989). 

  

4.9.2 Inoculação em camundongos 
 O isolamento de Toxoplasma gondii em camundongos consiste na 

inoculação de quatro camundongos por amostra suspeita, pela via 

intraperitoneal. Os animais inoculados são mantidos em observação por 

período máximo de 60 dias, em sala com controle de temperatura e luz, 

recebendo água e alimento ad libitum.  Dos animais que morrerem durante o 

período de observação são examinados o líquido peritoneal na busca de 

taquizoítos de T. gondii, além da realização de decalques de fragmentos de 

baço, fígado, pulmão e cérebro, corados pelo método de Giemsa.  Dos animais 

que sobreviverem ao período de observação, é colhido o sangue pela punção 

do seio retro-orbital, e após separação do soro, realizado o método de 

aglutinação direta (MAD) para detecção de anticorpos anti-Toxoplasma.  Foram 

consideradas positivas aquelas amostras em que forem observadas formas 

parasitárias no líquido peritoneal ou nos órgãos, ou naqueles animais em que o 

MAD foi positivo (DUBEY e BEATTIE, 1988). 

 

4.10 Diagnóstico de Coronavírus Bovino (BcoV)  

4.10.1 Reação de Transcriptase Reversa 
 As amostras de areia foram pesquisadas quanto à presença de 

coronavírus bovino utilizando-se reação de transcrição reversa, seguida por 

reação em cadeia pela polimerase em nested (nested-RT-PCR) dirigida à 

amplificação de segmento de 136 pares de bases da ORF1b, codificadora da 

RNA-polimerase RNA-dependente viral, segundo BRANDÃO et al. (2005). 

 

4.10.2 Extração de RNA 
 O RNA total foi extraído do sobrenadante das suspensões de areia 

utilizando-se TRIzol Reagent (Invitrogen™) de acordo com as instruções do 
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fabricante, utilizando-se a amostra Kakegawa de BCoV como controle positivo 

e água-DEPC como negativo. 

 

4.10.3 Síntese de cDNA (Transcrição-Reversa) 
Foram desnaturados 3,5 μL do RNA extraído a 95ºC durante 5 minutos e 

adicionados ao mix de transcrição reversa contendo 1 x First Strand Buffer 

(InvitrogenTM), 1mM de cada dNTP, 10mM DTT, 1μM de cada primer (4Bm e 

2Bp, Quadro 4) e 100U de M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen™) para 

reação final de 10μL, realizando-se a transcrição reversa a 42ºC/60 minutos. 

 

4.10.4 Primeira Amplificação 
Foi utilizado volume de 2,5μL de cada respectivo cDNA e adicionado ao 

mix de PCR contendo1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 

μM de cada primer (4Bm e 2Bp), 1,5mM MgCl2, 0,625U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen™) e água ultra-pura esterilizada para uma reação final 

de 25μL, submetendo-se a 6 ciclos de 94ºC/1 minuto, 40ºC /2 minutos e 72ºC/1 

minuto, 36 ciclos de 94ºC/1 minuto, 50ºC /1,5 minuto e 72ºC/1 minuto, seguidos 

por 72ºC/10 minutos para extensão final. 

 

4.10.5 Segunda Amplificação (Nested) 
Foram adicionados 2,5 μL do produto da primeira amplificação ao mix de 

nested-PCR contendo 1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 

0,5μM de cada primer CV2L e CV2U (Quadro 4), 1,5mM MgCl2, 0,625U de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen™) e água ultra-pura esterilizada para uma reação 

final de 25μL, submetendo-se a 26 ciclos de 94ºC/1 minuto, 54,8ºC /1,5 minuto 

e 72ºC/1 minuto seguidos de 72ºC/10 minutos para extensão final.  

A cada três amostras adicionadas na reação de nested foi adicionado 

um tubo contendo água ultra-pura esterilizada para o monitoramento de 

contaminações, também adicionada de mix de nested PCR e levado ao 

termociclador. 

Após a reação de nested, dez microlitros foram analisados em 

eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado com brometo de etídeo 0,5 
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μg/mL e observado sob luz ultra-violeta, e consideradas positivas as amostras 

que resultassem banda de 136 pb.  

 
 
QUADRO 4. Primers dirigidos ao gene da RdRp utilizados na nested-RT-PCR 
para a detecção de coronavírus bovino, em amostras de areia de parques e 
praças de recreação públicos e privados. Botucatu, SP, 2008-2009. 
 
 

Primer 
Seqüência (5’-3’) 

Amplicon Referência 

4Bm TCACAYTTWGGATARTCCCA 251 pb 

Stephensen et al., 

1999 

 

2Bp ACTCARWTRAATYTNAAATAYGC 251 pb 
Stephensen et al., 

1999 

CV2U TACTATGACTGGCAGAATGTTTCA 136 pb 

Brandão et al., 

2005 

 

CV2L AACATCTTTAATAAGGCGRCGTAA 136 pb 
Brandão et al., 

2005 

 
 

4.10.6 Vírus de Referência 

Como vírus de referência de coronavírus bovino foi utilizada a cepa 

Kakegawa (AKASHI et al., 1980), mantida em cultura de células da linhagem 

HmLu (pulmão de hamster), com título hemaglutinante de 256. 

 
4.11 Diagnóstico de Rotavírus 
 Para a detecção de rotavírus foi utilizada a técnica de eletroforese em 

gel de poliacrilamida (PAGE) descrita por HERRING et al. (1982), conforme 

descrito a seguir: 

 

4.11.1 Extração de RNA 
 Para a realização da técnica de PAGE, o RNA total foi extraído das 

suspensões de areia, do controle positivo (amostras NCDV) e do controle 

negativo (água-DEPC) seguindo-se o protocolo a seguir: 
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 Foi homogeinizado em vórtex, durante 1 minuto, 400μL da suspensão de 

areia ou dos controles positivo ou negativo com 40μL de SDS a 10%, 40μL de 

acetato de sódio 1M e 400μL de álcool isoamílico/ clorofórmio/fenol pH 4,0 

(1/24/37,5 v/v/v). Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 g durante 

dois minutos a 4ºC, e o sobrenadante transferido para outro tubo contendo 

800μL de etanol absoluto. Este material foi incubado a -20ºC durante 18 horas. 

O material resultante foi centrifugado a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C, 

desprezado sobrenadante e o excesso de etanol secado em papel de filtro. Em 

seguida, o pellet foi ressuspendido em 20μL de dissociador da amostra (SDS 

0,3%, 2-Mercaptoetanol 0,5%, Glicerol 4% e Azul de bromofenol 0,0005%), e o 

material incubado durante 15 minutos a 56 ºC. 

 

4.11.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
O RNA extraído foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida 

descontínuo a 3,5%/7,5% sob corrente elétrica de 20 miliamperes durante 2,5 

horas, utilizando placas de 10 x 15 cm. Em seguida, o gel foi fixado em etanol 

10%/ ácido acético 0,5%, durante 30 minutos, e corado com nitrato de prata 

0,01M durante 30 minutos. Finalmente, a coloração foi revelada com hidróxido 

de sódio 0,075M e formaldeído 0,3%, durante 15 minutos, observando-se o gel 

sob transiluminador de luz branca. 

Foram consideradas positivas as amostras que apresentarem 11 bandas 

de RNA em qualquer um dos sete eletroferótipos correspondentes aos sete 

grupos/espécies de rotavírus (A, B, C, D, E, F e G) [ESTES e KAPIKIAN, 2007]. 

 

4.11.3 Vírus de referência 
Como vírus de referência de rotavírus foi utilizada a cepa NCDV 

(Nebraska Calf Diarrhea Vírus, WHITE et al., 1970) mantida em células da 

linhagem MA-104 (rim fetal de macaco Rhesus). 
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4.12 Análise estatística 

 Foram calculadas as freqüências absolutas e relativas de detecção de 

cada um dos enteropatógenos, segundo os meses e locais de colheita, 

utilizando o teste G de Williams e o Exato de Fischer. Foram calculadas 

também as medianas e os percentis P25 e P75 das contagens de coliformes 

totais e E. coli, segundo o mês e o local de colheita, utilizando o teste de 

Friedman e o teste de Mann-Whitney. Para todos os cálculos foram 

considerados significativos os valores de P<0,05 (DEAN et al., 1994). 
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5 RESULTADOS 

 

Os enteropatógenos identificados nas amostras de areia dos parques e 

praças segundo os meses de colheita estão sumariados na Tabela 1. A Tabela 

2 apresenta a freqüência de enteropatógenos identificados na areia das praças 

públicas e privadas.  

Não houve diferença estatística (P>0,05) para a presença de 

enteropatógenos isolados/identificados nas amostras de areia dos parques e 

praças nos diferentes meses e locais de colheita ao longo do estudo. 

 
 TABELA 1. Freqüência de enteropatógenos identificados na areia de parques 

e praças recreacionais, segundo o mês de obtenção das amostras. Botucatu, 

SP, 2008-2009. 

 

Coronavirus E. coli R. equi Toxocara sp 

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Mês 

N % N % N % N % N % N % N % N % 

AGO 
2008 50 100 0 0 37 74 13 26 45 90 5 10 47 94 3 6 

NOV 
2008 49 98 1 2 38 76 12 24 47 94 3 6 50 100 0 0 

FEV  
2009 50 100 0 0 34 68 16 32 44 88 6 12 50 100 0 0 

MAI   
2009 50 100 0 0 28 56 22 44 41 82 9 18 50 100 0 0 

TOTAL 199 99.5 1 0.5 137 68.5 63 31.5 177 88.5 23 11.5 197 98.5 3 1.5 

Teste G 1,52 5,44 3,57 6,62 

Valor de 
P 0,68 0,14 0,31 0,08 
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Linhagens de E. coli e R. equi foram isoladas em todas as colheitas de 

material ao longo do estudo. Foram isoladas 23 (11,5%) linhagens de R. equi 

das 200 amostras de areia de 10 parques/praças, das quais 13 (13,0%) em 

praças públicas e 10 (10,0%) em parques privados (Tabela 2). No mês de 

agosto foram isoladas cinco (10,0%) estirpes de R. equi, três (6,0%) em 

novembro, seis (12,0%) em fevereiro e nove (18,0%) em maio (Tabela 1).  

Foram isoladas 63 (31,5%) linhagens de E. coli nas 200 amostras de 

areia, das quais 34 (34,0%) em praças públicas e 29 (29,0%) em parques 

privados (Tabela 2). No mês de agosto foram isoladas 13 (26,0%) linhagens de 

E. coli, 12 (24,0%) no mês de novembro, 16 (32,0%) no mês de fevereiro e 22 

(44,0%) no mês de maio (Tabela 1).  

Ovos de Toxocara sp. foram recuperados somente na primeira colheita 

em três (1,5%) locais, dois públicos e um privado (Tabelas 1 e 2).  

Material genético de Coronavírus bovino foi identificado somente na 

segunda colheita, no mês de novembro (Tabela 1), em uma (2,0%) praça 

pública (Tabela 2).  

Salmonella sp., Toxoplasma gondii e Rotavírus não foram identificados 

em nenhuma praça ou parque nos meses de estudo.    

Houve tendência de maior isolamento dos microrganismos bacterianos 

(E. coli e R. equi) nas amostras de areia colhidas das praças e parques 

(públicos e privados) nos meses de verão (fevereiro) e outono (maio) [Figura 1]. 

A Figura 2 mostra as freqüências de detecção dos diferentes 

enteropatógenos identificados nas amostras de areia, segundo os locais de 

colheita.  
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TABELA 2. Freqüência de enteropatógenos identificados na areia de parques e 

praças recreacionais, segundo o local de obtenção das amostras. Botucatu, 

SP, 2008-2009. 

Coronavirus E. coli R. equi Toxocara sp 

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos 
Natureza 
do parque 

N % N % N % N % N % N % N % N % 

Privado 100 100,0 0 0,0 71 71,0 29 29,0 90 90,0 10 10,0 99 99,0 1 1,0 

Público 99 99,0 1 1,0 66 66,0 34 34,0 87 87,0 13 13,0 98 98,0 2 2,0 

TOTAL 199 99,5 1 0,5 137 68,5 63 31,5 177 88,5 23 11,5 197 98,5 3 1,5 

Valor de P 0,50 0,27 0,33 0,50 

Valores de P menores que 0,05 indicam diferenças significativas entre os parques, para um mesmo organismo, pelo 
teste Exato de Fischer. 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Agosto Novembro Fevereiro Maio

P
o
rc
en
ta
g
e
m
 d
e 
d
e
te
cç
ão

Meses

Coronavírus

Escherichia coli

Rhodo coccus equ i

Toxocara  sp 

 
FIGURA 1. Frequências relativas de detecção de diferentes enteropatógenos em amostras de areia de parques e praças 
recreacionais, segundo os meses de colheita. Botucatu, SP, 2008-2009. 
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FIGURA 2. Frequências relativas de detecção de diferentes enteropatógenos 

em amostras de areia de parques e praças públicas ou privadas. Botucatu, SP, 

2008-2009. 

 

As Tabelas 3 e 4 apresentam a mediana, os valores máximos, mínimos 

e os percentis (P25 e P75) das contagens de coliformes totais e E. coli, ao 

longo do estudo. Não houve diferença estatística (P>0,05) nos valores de 

mediana dos coliformes totais entre os meses de colheita. Houve diferença 

estatisticamente significativa (P<0,05) dos valores de mediana de E. coli, com 

maiores contagens observadas nos meses de fevereiro e maio em comparação 

ao mês de agosto. 

TABELA 3. Mediana, valores máximos, mínimos, e percentis (P25 e P75) da 

contagem de coliformes totais (UFC/g) em amostras de areia de parques e 

praças recreacionais, segundo os meses de colheita. Botucatu, SP, 2008-2009. 

Mês de colheita Mediana Máximo Mínimo P25 P75 

Agosto 2008 3,50x101a 3,00x103 < 101 9,00x101 1,25x102 

Novembro 2008 8,50x101a 9,00x103 < 101 1,25x101 2,00x102 

Fevereiro 2009 9,50x101a 5,50x103 < 101 1,25x101 2,15x102 

Maio 2009 1,05x102a 6,00x103 < 101 1,00x101 2,53x102 

Valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os meses de colheita, pelo 
teste de Friedman. 
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TABELA 4. Mediana, valores máximos, mínimos, e percentis (P25 e P75) da 

contagem de Escherichia coli (UFC/g) em amostras de areia de parques e 

praças recreacionais, segundo os meses de colheita. Botucatu, SP, 2008-2009. 

Mês de colheita Mediana Máximo Mínimo P25 P75 

Agosto 2008 <101a 4,00x101 < 101 < 101 < 101 

Novembro 2008 <101ab 4,00x103 < 101 < 101 1,00x101 

Fevereiro 2009 1,00x101b 4,70x103 < 101 < 101 6,50x101 

Maio 2009 <101b 2,20x103 < 101 < 101 3,00x101 

Valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os meses de colheita, pelo 
teste de Friedman. 

 

 

 As Figuras 3 e 4 representam os valores de mediana e dos percentis 

P25 e P75 das contagens de coliformes totais e E. coli nas amostras de areia, 

segundo os meses de colheita, respectivamente.  

 Houve maiores contagens de E. coli nas amostras obtidas nos meses de 

fevereiro e maio, com pico máximo em fevereiro, comparativamente aos outros 

meses. 
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FIGURA 3. Mediana e percentis das contagens de coliformes totais (UFC/g) em 

amostras de areia obtidas de parques e praças recreacionais, segundo os 

meses de colheita. Botucatu, SP, 2008-2009. 

 
 

 

FIGURA 4. Mediana e percentis das contagens de Escherichia coli (UFC/g) em 

amostras de areia obtidas de parques e praças recreacionais, segundo os 

meses de colheita. Botucatu, SP, 2008-2009. 
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 As Tabelas 5 e 6 sumarizam a mediana, os valores máximos, mínimos e 

os percentis (P25 e P75) das contagens de coliformes totais e E. coli, segundo 

os locais de colheita das amostras, respectivamente. Não houve diferença 

estatística (P>0,05) dos valores de mediana de coliformes totais e E. coli entre 

as colheitas realizadas nos locais públicos ou privados. 

TABELA 5. Mediana, valores máximos, mínimos e percentis (P25 e P75) da 

contagem de coliformes totais (UFC/g) em amostras de areia obtidas de 

parques e praças recreacionais, segundo o local de colheita. Botucatu, SP, 

2008-2009. 

Local de colheita Mediana Máximo Mínimo P25 P75 

Parques privados 6,00x101a 9,00x103 < 101 < 101 2,28x102 

Parques públicos 7,00x101a 3,50x103 < 101 2,00x101 2,00x102 

Valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os locais de colheita, pelo 
teste de Mann-Whitney. 

 

TABELA 6. Mediana, valores máximos, mínimos e percentis (P25 e P75) da 

contagem de Escherichia coli (UFC/g) em amostras de areia obtidas de 

parques e praças recreacionais, segundo o local de colheita. Botucatu, SP, 

2008-2009. 

Local de colheita Mediana Máximo Mínimo P25 P75 

Parques privados <101a 4,70x103 < 101 < 101 2,25x101 

Parques públicos <101a 2,20x103 < 101 < 101 1,25x101 

Valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os locais de colheita, pelo 
teste de Mann-Whitney. 

 

 As Figuras 5 e 6 representam os valores de mediana e dos percentis 

P25 e P75 das contagens de coliformes totais e E. coli das amostras de solo e 

areia obtidas ao longo do estudo, segundo os locais de colheita, 

respectivamente. 
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FIGURA 5. Mediana, percentis e valores extremos (não outlayers) das 

contagens de coliformes totais (UFC/g) em amostras de areia obtidas de 

parques e praças recreacionais, segundo o local de colheita. Botucatu, SP, 

2008-2009. 
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FIGURA 6. Mediana, percentis e valores extremos (não outlayers) das 

contagens de Escherichia coli (UFC/g) em amostras de areia obtidas de 

parques e praças recreacionais, segundo o local de colheita. Botucatu, SP, 

2008-2009. 
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 A caracterização do perfil de virulência plasmidial (Vap A, Vap B ou 

avirulentas) das 23 linhagens de R. equi revelou que todos os isolados foram 

identificados como avirulentos. 

Na classificação em grupos filogenéticos das linhagens de E. coli foram 

obtidas 16 estirpes do grupo comensal A, 32 do grupo comensal B1 e 15 do 

grupo extraintestinal B2. 

Dentre os marcadores de virulência das linhagens de E. coli isoladas das 

amostras de areia das praças públicas, em quatro linhagens foi detectado o 

gene saa (primeira colheita), uma para o gene eae (segunda colheita), três 

para o gene saa (terceira colheita) e uma para o gene iucD (quarta colheita). 

Nas linhagens isoladas dos parques privados, em três linhagens foi identificado 

o gene saa (primeira colheita), uma para o gene saa, uma para os genes eae e 

bfp e uma para os genes saa, eae e bfp (terceira colheita) e em uma os genes 

papGI, sfa e hly (Tabelas 7 e 8). Os demais marcadores de virulência não 

foram identificados em nenhuma das linhagens de E. coli.  

 

TABELA 7. Marcadores de virulência identificados em linhagens de E. coli 

isoladas de areia de parques e praças recreacionais nos meses de agosto e 

novembro. Botucatu, SP, 2008. 

 

Agosto Novembro 
Praça Pública  

No 

linhagens Gene Filogenia 

No 

linhagens Gene Filogenia 

1 1 Saa A - - - 

3 2 Saa A 1 eae B1 

5 1 Saa B1 - - - 

Parque privado      

4 3 Saa A - - - 

      No = número 
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TABELA 8. Marcadores de virulência identificados em linhagens de E. coli 

isoladas de areia de parques e praças recreacionais nos meses de fevereiro e 

maio. Botucatu, SP, 2009. 

 

Fevereiro Maio 
Praça Pública  

No  

linhagens Gene Filogenia 

No  

linhagens Gene Filogenia 

3 2 saa B1 1 iucD B1 

 1 saa B2    

Parque privado      

2 - - - 1 papGI, 

sfa, hly 

A 

3 1 saa B2 - - - 

 1 saa, 
eae, 
bfp 

B1 - - - 

4 1 eae, 
bfp 

B1 - - - 

       No = número 
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6 DISCUSSÃO  

 
 R. equi são bactérias de comportamento oportunista, relacionadas a 

graves infecções piogranulomatosas nos animais. Nos humanos, as infecções 

por R. equi são descritas em indivíduos com debilidade orgânica, ou 

imunossuprimidos, em especial, pacientes acometidos pela AIDS (LINDER, 

1997; TAKAI et al., 2002). Conforme a Organização Panamericana da Saúde-

OPS (2001), 88% da casuística atual da rodococose é atribuída a co–infecção 

pelo vírus da AIDS. No Brasil, o Sistema Nacional de Vigilância Epidemiológica 

assinalou que entre 1980 e 2006 ocorreram 433 mil casos de Aids oficialmente 

notificados (BRASIL, 2007).  

A patogenicidade do organismo foi atribuída à presença de marcadores 

de virulência de origem plasmidial. As estirpes virulentas (VapA) têm sido 

identificadas em potros e em pacientes humanos com AIDS, enquanto as 

estirpes de virulência intermediária são identificadas principalmente na 

linfadenite em suínos e humanos com AIDS. As linhagens avirulentas são 

encontradas no ambiente de criatórios de animais domésticos, em solos/areia 

de parques de recreação de humanos e também em indivíduos HIV-positivos 

(TAKAI et al., 1996; TAKAI et al., 1997). No presente estudo foram isoladas 23 

linhagens avirulentas de R. equi do solo e areia de parques e praças 

recreacionais, sem diferença estatística entre os ambientes de acesso público 

ou privado. 

Em outros países também tem sido descrita a rodococose em humanos 

causada por linhagens avirulentas (TAKAI et al., 2002). Na Hungria, a 

investigação da virulência de 48 estirpes isoladas do solo de dois criatórios de 

eqüinos identificou 26 (54,2%) isolados virulentos ou VapA (85 kb tipo I) 

[MAKRAI et al., 2002]. Takai et al. (1996) isolaram R. equi em 73,9% amostras 

de areia e terra de 115 parques e 49 jardins no Japão, e todas as estirpes 

foram caracterizadas como avirulentas. Esses autores alertaram para a alta 

contaminação do ambiente de parques e jardins no Japão por R. equi e 

destacaram a importância de estudos voltados à avaliação do risco de 

contaminação destes ambientes na transmissão do microrganismo. No Brasil, 

Ribeiro (2008) estudou recentemente a infecção por R. equi em 20 humanos, e 

constatou que 11 indivíduos foram acometidos por linhagens avirulentas, 
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encontradas predominantemente no ambiente dos criatórios dos animais ou do 

cotidiano de humanos, como praças e parques. 

 No presente estudo, a identificação do microrganismo em praças 

públicas se deve, provavelmente, ao acesso de animais domésticos nestes 

locais, tornando o ambiente contaminado pela eliminação fecal do 

microrganismo, pela contaminação da sola do calçado de crianças, adultos ou 

funcionários, ou mesmo pela areia procedente de ambiente previamente 

contaminado. Em contraste, nas praças e parques privados que não possuem 

livre acesso de animais, a contaminação ambiental poderia ser creditada a 

veiculação da bactéria na sola dos calçados dos usuários ou pela areia 

previamente contaminada. A presença de estirpes avirulentas no ambiente de 

recreação humana ao longo de todas as estações do ano, durante o decorrer 

do estudo, requer preocupação no contexto de saúde pública, em virtude da 

ocorrência da rodococose em humanos por estirpes avirulentas, 

particularmente em HIV-positivos, indivíduos com imunossupressão ou com 

imaturidade do sistema imune, como crianças (VERVILLE et al, 1994; TAKAI et 

al., 1995b). 

E. coli é reconhecida classicamente como a enterobactéria mais 

importante dos animais e humanos. Nos humanos, está bem documentada sua 

participação em distúrbios gastrintestinais graves, infecções genito-urinárias, 

meningites do recém-nascido e septicemias (SUSMANN, 1997). 

O livre acesso de animais em locais de recreação humana pode 

acarretar na contaminação dos ambientes pela veiculação do agente pelas 

fezes, favorecendo a ocorrência da doença, especialmente em crianças. No 

Brasil, os estudos de infecções por E. coli geralmente são conduzidos na 

avaliação de alimentos contaminados e de humores orgânicos de pacientes 

infectados (FRANCO & LANDGRAF, 1996; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). 

No entanto, nota-se pouca preocupação em investigar a contaminação do 

ambiente nos casos de colibacilose em humanos. 

No presente estudo foram isoladas 63 linhagens de E. coli nos 10 

parques e praças recreacionais, sem diferença estatística entre os de origem 

privada ou pública. À semelhança de R. equi, a identificação de E. coli nas 

praças públicas se deve, provavelmente, ao fácil acesso de animais nestes 

locais. Nos parques privados a contaminação ambiental poderia ser justificada 
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também pela veiculação da bactéria na sola de calçados dos usuários, à areia 

procedente de ambientes previamente contaminados e ao eventual acesso de 

aves em certos locais estudados. No entanto, não foram encontrados no Brasil 

estudos sobre a ocorrência de classes patogênicas de E. coli na areia/solo de 

parques recreacionais, tampouco que investigassem os fatores de virulência 

dos isolados. Vieira et al. (2001) avaliaram a presença de E. coli em areia seca 

e úmida de três praias de Fortaleza, CE, e encontraram entre 16-56% de 

contaminação em areia seca e 24-48% em areia úmida, embora não tenham 

investigado os marcadores de virulência das estirpes.  

E. coli O157:H7 são relacionadas nos humanos às graves manifestações 

clínicas de colite hemorrágica e falha renal aguda, de curso freqüentemente 

fatal em crianças e pacientes debilitados (TAUXE, 1997). No Brasil, as 

investigações de E. coli O157:H7 verotoxigênicas foram iniciadas com a 

detecção do sorotipo nas fezes de bovinos de abatedouro (CERQUEIRA et al., 

1999). Subseqüentemente, os estudos têm avançado na investigação do 

sorotipo em alimentos de origem animal (RIBEIRO et al., 2006) e, de forma 

preocupante, em humanos acometidos por distúrbios gastroentéricos e renais 

(DE SOUZA et al., 2007). Entretanto, não está claramente estabelecido, 

incluindo no Brasil, o impacto da manutenção deste sorotipo patogênico no 

ambiente dos humanos.  

No presente estudo não foi identificado o sorotipo O157:H7 nas 

amostras de areia estudadas. Em contraste, Scott et al. (2009), na Irlanda, 

analisaram amostras de fezes e do solo de criatórios de bovinos e identificaram 

sete sorotipos de E. coli verotoxigênicas, ressaltando os reflexos em saúde 

pública da presença destes sorotipos na contaminação do ambiente. Até o 

momento não está esclarecido o real impacto de E. coli O157:H7 na 

epidemiologia de doenças em humanos e em animais no Brasil. Com efeito, 

estudos que investiguem a presença de linhagens verotoxigênicas em animais, 

alimentos, água, ambiente e em afecções em humanos são de extrema 

importância na vigilância epidemiológica, notadamente em virtude da letalidade 

do sorotipo O157:H7 em crianças.  

As manifestações clínicas entéricas e extra-entéricas das colibaciloses 

estão diretamente relacionadas à presença de diferentes fatores de virulência, 
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que conferem a patogenicidade e habilidade de adaptação da bactéria a vários 

sítios de infecção (KAPER et al., 2004). 

Dentre os genes marcadores de virulência investigados nos isolados dos 

parques e praças foram encontradas três linhagens detentoras do gene eae, 

das quais duas também apresentavam o gene bfp. O gene eae codifica a 

intimina, proteína responsável pela junção íntima de EPEC às células epiteliais. 

Este gene está presente na ilha de patogenicidade chamada de “locus 

enterocyte effacement” (MCDANIEL et al., 1995). A adesão destas linhagens 

também está associada ao plasmídio EAF que codifica pili denominado BFP 

(bundle-forming pilus), que estabiliza a bactéria em microcolônias (NATARO e 

KAPER, 1998). As linhagens EPEC típicas possuem o gene eae e o plasmídio 

EAF. As estirpes atípicas detêm somente o gene eae (TRABULSI et al., 2002). 

Desta forma, as três linhagens identificadas no solo/areia dos parques e praças 

são consideradas EPEC atípicas. A classe EPEC predomina como causa de 

diarréia em crianças com menos de um ano, sobretudo em países emergentes 

(NATARO e KAPER, 1998). A presença de linhagens desta classe patogênica 

no ambiente recreacional é indicativo de contaminação ambiental, e deve ser 

considerado como preocupante no contexto de Saúde Pública, em virtude do 

acesso freqüente de crianças menores de um ano nos ambientes amostrados. 

A adesina plasmidial autoaglutinante foi descoberta por Paton et al. 

(2001) e sua virulência ainda permanece não totalmente esclarecida. 

Curiosamente, 12 dentre os 63 isolados de E. coli dos ambientes recreacionais 

estudados foram detentores do gene saa, que codifica a adesina plasmidial 

autoaglutinante. Apesar da patogenicidade incerta, esta adesina foi isolada em 

linhagem de E. coli verotoxigênica responsável por surto de síndrome 

hemolítica urêmica (PATON et al., 2001), em isolados de STEC em humanos 

(PATON e PATON, 2002; JENKINS et al., 2003), em indivíduos assintomáticos 

e fezes de bovinos sadios (JENKINS et al., 2003). Estes achados indicam que 

este marcador de virulência deve ser objeto de estudos futuros, com intuito de 

esclarecer seu impacto na patogenicidade do microrganismo e seus reflexos 

em Saúde Pública.  

Somente uma linhagem de E. coli foi positiva para o gene iuc que 

codifica aerobactina, sideróforo produzido em condições de baixa 

disponibilidade de ferro no fluído corpóreo e nos tecidos de vertebrados. Este 
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marcador de virulência geralmente é encontrado em afecções urinárias e/ou 

septicêmicas em humanos, como pielonefrite, cistite ou bacteremia, denotando 

maior participação deste fator de virulência nas infecções extra-intestinais por 

E. coli (GARCIA e LE BOUQUÉNEC, 1996; TORRES et al., 2001). 

Somente em uma linhagem foram identificados os genes papGI, sfa, e 

hly. PapGI é um dos alelos da adesina PapG presente na fímbria P, identificado 

geralmente em isolados de fezes (BERGSTEN et al., 2005). O gene sfa 

codifica a fímbria S que está associada a casos de septicemia, meningite 

neonatal e pielonefrite (MULVEY, 2002). As linhagens hemolíticas predominam 

em afecções extraintestinais, como infecções do trato urinário, septicemias e 

meningites neonatais (ISLAND et al., 1998). Tiba et al. (2008), no Brasil, 

identificaram a associação dos genes papG, sfa, iucD e hly em pacientes 

humanos com cistite, reforçando a preocupação com os achados do presente 

estudo, em face da contaminação ambiental por linhagens patogênicas de E. 

coli em ambientes de recreação humana. 

 A classificação filogenética das linhagens isoladas de E. coli identificou o 

predomínio dos grupos A e B1, representados principalmente por E. coli 

comensais. Tal achado pode ser creditado à presença deste microrganismo na 

microbiota entérica de animais e humanos (SUSMANN, 1997). 

 A contagem de coliformes e E. coli tem sido utilizada como indicador de 

contaminação fecal, que auxilia na adoção de medidas que visam reduzir a 

contaminação de alimentos, equipamentos e ambientes. A presença de 

coliformes e E. coli foi observada ao longo de todas as estações do ano no 

decorrer do presente estudo, atingindo valores máximos de até 103, mostrando 

diferença estatística somente na contagem de E. coli, notadamente nos meses 

de fevereiro e maio. Curiosamente, as contagens de coliformes totais e E. coli 

encontradas nos ambientes recreacionais podem ser consideradas baixas 

quando comparadas aos limites máximos permitidos para esses 

microrganismos em certos grupos de alimentos. No entanto, não existem 

padrões sanitários oficiais de qualidade da areia de praças ou parques, quais 

sejam microbiológicos, parasitológicos e/ou virológicos, que estabeleçam 

limites quantitativos e/ou qualitativos. Os critérios que mais se aproximam são 

os utilizados para a avaliação de balneabilidade das praias estabelecidos pelo 

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 1986). Esses critérios 
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estabelecem que, para recreação de contato primário, as águas devem 

apresentar limites máximos de coliformes totais até 5.000 NMP/100mL e 

coliformes fecais até 1.000 NMP/100mL. Para a areia de praia, Mendes et al. 

(1993), em Portugal, propuseram como critério de qualidade microbiológica 

número máximo de 105 NMP/100g de coliformes fecais. Beversdorf et al. 

(2007) investigaram a presença de E. coli em amostras de areia de praia nos 

EUA, e o valor médio diário encontrado foi entre 6.700 a 40.900/100 UFC/g de 

areia. A despeito de estudos pontuais no Brasil voltados à avaliação da areia 

de praia, pouca atenção tem sido dada à qualidade sanitária da areia de 

parques recreacionais. Contudo, a presença de coliformes e E. coli ao longo de 

todo o período amostral do estudo é forte indicador de contaminação fecal do 

ambiente dos parques e praças. Este achado reforça a necessidade de adoção 

de procedimentos de higienização nos locais que possuem caixas de areia 

como a substituição da areia e/ou restrição de acesso de animais domésticos, 

com vistas a reduzir a contaminação desses ambientes e, conseqüentemente, 

minimizar os riscos de infecção dos usuários por bactérias entéricas. 

 Larva migrans visceral é reconhecida como uma das zoonoses mais 

freqüentes nos humanos, causada por migração errática de estágios larvais de 

parasitas intestinais do gênero Toxocara, comumente encontrados em animais 

de companhia. No Brasil, estudos conduzidos em certos estados têm revelado 

de forma preocupante a contaminação ambiental por ovos de Toxocara sp. em 

ambientes de recreação infantil, alertando para a importância deste achado no 

contexto de saúde animal e de Saúde Pública (CÔRREA et al., 1995; 

SANTARÉM et al., 1998; ARAUJO et al., 1999). No presente estudo, foram 

encontrados ovos do parasito somente na primeira colheita, em dois locais 

públicos e um privado. Ao contrário, Costa-Cruz et al. (1994) investigaram a 

freqüência de contaminação de praças públicas de Uberlândia, MG, por ovos 

de Toxocara sp em amostras de areia, e encontraram o parasita em 23% da 

amostragem. Em Santa Maria, RS, foi encontrado acima de 90% das praças 

recreacionais contendo ovos do gênero Toxocara (CÔRREA et al., 1995). 

Santarém et al. (1998) encontraram ovos de Toxocara sp em 17,5% de 

amostras de parques e praças públicas do município de Botucatu, SP, 

predominantemente nos meses de primavera e verão. Araujo et al. (1999) 

avaliaram setenta e quatro praças públicas em Campo Grande, MS, e 
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identificaram ovos de Toxocara spp em oito (10,8%) praças. A baixa ocorrência 

observada do parasita nos locais amostrados, comparativamente aos demais 

estudos, pode ser reflexo de maior conscientização dos proprietários do 

município-alvo quanto à posse responsável dos animais de companhia, 

incenyivados por ações educativas  da FMVZ e/ou pela ação dos médicos 

veterinários de clínicas locais, particularmente quanto à necessidade de 

vermifugação dos cães e gatos, notadamente nos filhotes de até um ano de 

idade, fato que minimizaria a eliminação fecal de ovos do parasita nos 

ambientes estudados.  

Nos parques e praças amostrados foi identificado material genético de 

coronavírus bovino na areia de uma das praças públicas. À semelhança dos 

demais enteropatógenos encontrados, tal achado pode ser atribuído ao acesso 

facilitado de animais no local, ao uso de areia previamente contaminada ou à 

veiculação do agente na sola dos calçados dos usuários. A identificação de 

coronavírus sinaliza para a contaminação fecal do ambiente recreacional 

estudado e, conseqüentemente, para a necessidade da adoção de medidas 

higiênico-sanitárias e de controle de acesso de animais nos parques e praças.  

Os estudos com a coronavirose estão restritos a identificação do vírus 

em humores orgânicos de animais e humanos, ou de ambientes de criação de 

animais. São pontuais ou praticamente inexistentes as descrições envolvendo 

a presença do agente no ambiente, tampouco de recreação humana. 

Derbyshire e Brown (1978) isolaram coronavírus de dejetos de uma criação de 

engorda de suínos. Entretanto, não obtiveram êxito no isolamento viral do solo 

de propriedades que utilizavam dejetos de suínos na adubação agrícola.  

No presente estudo não foram identificados Salmonella sp., T. gondii e 

Rotavírus. Em contraste, Vieira et al. (2001) encontraram Salmonella sp. em 

areia seca e úmida de três praias de Fortaleza, CE, das quais uma amostra de 

areia seca e uma de areia úmida. Lass et al. (2009) identificaram, na Polônia, 

18 amostras de areia e esgoto contendo oocistos de T. gondii utilizando as 

técnicas de flutuação e PCR. A ausência de identificação de Salmonella sp., T. 

gondii e Rotavírus nos locais amostrados, comparativamente aos estudos 

supracitados, poderia ser creditado às diferenças nos métodos diagnósticos 

empregados, no acesso de animais nos ambientes ou à procedência da areia 

utilizada nos ambientes recreacionais. 
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A presença de E. coli, R. equi, Toxocara sp. e Coronavírus nos parques 

e praças amostrados sinaliza para a contaminação fecal do ambiente por 

animais, de companhia e/ou produção. De posse dos resultados, há 

necessidade de prestar orientações aos responsáveis pelos locais públicos e 

privados, quanto à adoção de medidas factíveis que possam minimizar a 

contaminação fecal dos ambientes recreacionais.  

Segundo o Projeto de lei nº 2.297, de 2003 (BRASIL, 2009), os 

municípios e instituições responsáveis por áreas de lazer públicas e privadas 

são obrigados a adotarem medidas de prevenção e controle da contaminação 

dos tanques de areia por patógenos de potencial zoonótico. Neste projeto de 

lei, recomenda-se a troca periódica da areia dos tanques, a pesquisa regular de 

ovos e larvas de helmintos a cada troca de areia, a instalação de telas ao redor 

do ambiente para dificultar o acesso de animais, a redução da umidade dos 

tanques pela reviragem da areia e a cobertura da caixa de areia com lonas 

durante os períodos de inatividade recreacional. Ademais, preconiza-se 

também rastelar e retirar diariamente possíveis dejetos de animais antes do 

início das atividades recreacionais.  

A Organização Mundial da Saúde recomenda também para o controle 

específico da toxocaríase na população canina e felina, o tratamento anti-

helmíntico dos animais nas primeiras semanas de vida dos filhotes, além da 

vermifugação das fêmeas antes da prenhez, como profilaxia da transmissão do 

parasita via transplacentária e pelo colostro (BARRIGA, 1991). 

A presença de diferentes enteropatógenos encontrados ao longo de todo 

o período amostral indica que se faz necessário definir parâmetros ou 

indicadores das condições sanitárias da areia/solo dos parques e praças 

recreacionais, com vistas a reduzir os riscos de transmissão de doenças 

veiculadas pelas fezes dos animais para os humanos, principalmente para 

crianças, que se constituem no grupo de risco mais vulnerável aos 

enteropatógenos que podem ser veiculados nestes ambientes recreacionais. 
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7 CONCLUSÕES 

 
Nas condições do presente estudo os resultados permitiram concluir que: 

 

� A identificação de R. equi, E. coli, Toxocara sp. e Coronavírus são 

indicadores de contaminação ambiental por enteropatógenos de potencial 

zoonótico, veiculados pelas fezes de animais domésticos, necessitando que 

sejam adotadas medidas de prevenção e controle da contaminação ambiental 

nos parques e praças estudados;  

 

� A detecção de linhagens avirulentas de R. equi no ambiente de 

recreação humana denota  preocupação em Saúde Pública, em virtude da 

ocorrência da rodococose em humanos por estirpes avirulentas, 

particularmente em indivíduos acometidos pelo vírus da Aids; 

 

� Não foram identificadas linhagens de E. coli verotoxigênicas e/ou do 

sorotipo O157:H7 nos ambientes amostrados, embora as investigações destas 

linhagens patogênicas em animais, em humanos, nos alimentos e no ambiente 

possam contribuir na vigilância epidemiológica da doença, em face da extrema 

gravidade dos casos clínicos, notadamente em crianças;  

 

� A detecção dos genes eae e bfp presentes em linhagens de E. coli 

reforça a preocupação em Saúde Pública do uso dos ambientes recreacionais 

amostrados, em virtude do predomínio de infecções entéricas em crianças com 

menos de um ano de idade por esta classe patogênica de E. coli; 

 

� A detecção de linhagens de E. coli detentoras dos genes papGI, sfaS, 

hly e iucD também sinaliza para os riscos de uso dos ambientes recreacionais 

estudados, visto que estes fatores de virulência da bactéria estão comumente 

relacionados às afecções genito-urinárias em humanos; 

 

� O gene saa da adesina autoaglutinante foi encontrado em 12 (19%) 

linhagens de E. coli isoladas dos ambientes recreacionais, embora novos 

estudos sejam necessários no sentido de aquilatar a importância deste fator de 
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virulência nas infecções por E. coli em humanos e animais; 

 

� A presença de ovos de Toxocara sp. nos parques e praças reforça a 

preocupação em Saúde Pública para os usuários, particularmente crianças, e 

indica a necessidade de limitar ou mesmo impedir o acesso de cães e gatos 

nos ambientes estudados, além de promover a retirada periódica das fezes 

destes animais antes do início das atividades recreacionais; 

 

� A detecção de gene de coronavírus bovino no ambiente de uma praça 

recreacional é achado incomum na literatura consultada, embora também 

sinaliza para a contaminação fecal do ambiente estudado; 

 

� A presença de diferentes enteropatógenos nos ambientes estudados 

reforça para a necessidade de se estabelecer padrões sanitários para a 

areia/solo de parques e praças recreacionais, que envolvam limites 

quantitativos e/ou qualitativos, visando reduzir os riscos de transmissão de 

doenças veiculadas pelas fezes de animais para os humanos. 
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RESUMO 7 

Os enteropatógenos podem ser considerados como um dos principais grupos de 8 

microrganismos patogênicos para humanos e animais. Estabelecem infecção nos susceptíveis 9 

mediante a contaminação de alimentos e água ou pelo contato estreito com animais ou com o 10 

ambiente de criação. No Brasil e em outros países é comum o uso de caixas de areia em 11 

parques e praças de recreação para o entretenimento, especialmente de crianças e 12 

adolescentes. Estes locais podem ser propícios e de alto risco à veiculação de enteropatógenos 13 

para humanos quando medidas gerais de higiene não são tomadas. Neste artigo foram 14 

revisados alguns enteropatógenos de origem bacteriana e parasitária que podem ser 15 

considerados indicadores de contaminação ambiental para ambientes de recreação humana, 16 

como parques e praças. 17 

 18 
Palavras-chave: Rhodococcus equi, Escherichia coli, Salmonella sp., Toxocara sp., 19 

Toxoplasma gondii  20 

 21 

ENTEROPATHOGENS OF POTENTIAL ZOONOTIC, IDENTIFIED IN THE 22 

SOIL/SAND OF PARKS AND SQUARES OF HUMAN RECREATION 23 

 24 

ABSTRACT 25 

The enteropathogens can be considered as one of the main groups of pathogenic 26 

microorganisms for human and animals. They establish infection in the susceptibles by means 27 

of the contamination of foods and water or for the contact with animals or with the creation 28 

environment. In Brazil and other countries is common the use of sandboxes in parks and 29 

squares of recreation for the entertainment, especially of children and adolescents. These 30 

places can be propitious and of high risk to the propagation of enteropathogens for human 31 

when measured general by hygiene they are not taken. In this article some enteropathogens of 32 

bacterial and parasitic origin was revised that can be considered indicating of ambient 33 

contamination for recreation environments human, as parks and squares. 34 
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ENTEROPATÓGENOS DE POTENCIAL ZOONÓTICO, IDENTIFICADOS EN EL 5 

SUELO/ARENA DE PARQUES/PLAZAS DE RECREACIÓN HUMANA 6 

 7 

RESUMEN 8 

Los enteropatógenos pueden ser considerados como uno de los grupos principales de 9 

microorganismos patogénicos para el ser humano y los animales. Establecen la infección en 10 

los susceptibles por medio de la contaminación de alimentos y agua o por el contacto estrecho 11 

con los animales o con el ambiente de la creación. En Brasil y otros países es común el uso de 12 

cajas de arena en parques y plazas de recreación para el entretenimiento, especialmente de 13 

niños y de adolescentes. Estos lugares pueden ser propicios y de de riesgo elevado a la 14 

veiculalción de los enteropatógenos para el ser humano cuando medidos general de higiene no 15 

son tomados. En este artículo algunos enteropatógenos del origen bacteriano y parasitário 16 

fueron revisados que pueden ser considerados indicadores de la contaminación ambiental para 17 

el ser humano de los ambientes de recreación, como parques y plazas. 18 

 19 

Palabras-claves: Rhodococcus equi, Escherichia coli, Salmonella sp., Toxocara sp., 20 

Toxoplasma gondii  21 

 22 

INTRODUÇÃO  23 

 Os patógenos de veiculação entérica podem ser considerados como uma das principais 24 

classes de microrganismos patogênicos para humanos e animais. Este grupo peculiar de 25 

organismos caracteriza-se por se manterem viáveis e com capacidade infectante em condições 26 

adversas do ambiente, após a eliminação fecal pelos animais. Em sua grande maioria, 27 

estabelecem infecção nos susceptíveis mediante a contaminação de alimentos de origem 28 

animal, água, verduras e frutas. O contato estreito com animais, especialmente de companhia, 29 

ou mesmo com o ambiente de criação ou habitat dos animais, também representa elos na 30 

cadeia epidemiológica de transmissão de enteropatógenos dos animais para humanos (1). 31 
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No Brasil e em outros países é comum o uso de caixas de areia/solo em parques e 1 

praças de recreação para o entretenimento, especialmente de crianças e adolescentes. O acesso 2 

de animais domésticos e aves, a deficiente higienização dos locais, o hábito de geofagia ou 3 

precária higiene pessoal de crianças, e a falta de conscientização da população em geral 4 

quanto aos riscos representados por microrganismos entéricos, torna estes locais propícios e 5 

de alto risco à veiculação de enteropatógenos para humanos. Dentre os patógenos de animais 6 

domésticos de veiculação fecal, com atributos de reconhecida resistência ambiental e 7 

potencial zoonótico, relacionados a graves doenças em humanos, destacam-se: Rhodococcus 8 

equi (R. equi), Escherichia coli (E. coli), Salmonella sp., Toxoplasma gondii (T. gondii), 9 

Toxocara sp. (1). 10 

  Os estudos envolvendo a identificação de patógenos de veiculação entérica de origem 11 

animal, em ambientes de recreação infantil e/ou do cotidiano humano, contemplam 12 

predominantemente patógenos isolados (2,3). O presente estudo revisou os principais 13 

patógenos veiculados pelas fezes de animais domésticos, que podem ser considerados 14 

indicadores de contaminação ambiental para ambientes de recreação humana, como parques e 15 

praças. 16 

 17 

REVISÃO DE LITERATURA 18 

A rodococose é uma doença infecto-contagiosa causada por R. equi relacionada a 19 

diversas manifestações clínicas em animais domésticos, selvagens e humanos. A doença se 20 

caracteriza por lesões piogranulomatosas, de difícil resolução terapêutica (4). 21 

O eqüino é a principal espécie animal acometida pelo R. equi, especialmente os potros. 22 

Clinicamente a doença manifesta-se por infecções pulmonares e, em menor freqüência, por 23 

distúrbios entéricos e/ou articulares. Nos suínos o comportamento não é progressivo, 24 

apresentando-se como linfadenite com lesões semelhantes às observadas na tuberculose (5). 25 
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Em outras espécies de animais ocorre sob a forma de enterite, linfadenite, abortamento, 1 

mastite, dermatite e piometra (6). Em animais de companhia as infecções por R. equi são mais 2 

freqüentes em gatos do que em cães. A via transcutânea parece representar a principal forma 3 

de infecção para cães e gatos (7). R. equi é eliminado pelas fezes de herbívoros ou onívoros, 4 

incluindo eqüinos, bovinos, suínos, ovinos, caprinos e cervos. Raramente é isolado das fezes 5 

de humanos e de cães e ainda não foi isolado das fezes de gatos (6). 6 

Recentemente a virulência das linhagens de R. equi foi atribuída à presença de 7 

plasmídios e antígenos denominados VAP (virulence associated protein), que impulsionaram 8 

os estudos quanto a epidemiologia e patogenicidade em linhagens isoladas de animais, 9 

humanos e do ambiente. As linhagens virulentas possuem antígenos de 15 a 17 kDa que 10 

codificam proteínas VapA e são encontradas em estirpes isoladas de pneumonia em potros e 11 

pacientes HIV-positivos. As estirpes de virulência intermediária (20 kDa - VapB) são 12 

identificadas na linfadenite em suínos, e predominantemente, em pacientes com Aids, 13 

enquanto as avirulentas (não detentoras dos plasmídios supracitados), ocorrem geralmente no 14 

ambiente de criação de herbívoros domésticos (solo, fezes), especialmente em criatórios de 15 

eqüinos e bovinos (5). 16 

Takai et al. (8) investigaram a virulência de estirpes de nove cães e nove gatos com 17 

diferentes afecções por R. equi, dos quais um dos gatos procedente do Brasil. Foram 18 

identificadas estirpes virulentas em cinco gatos e em um cão, alertando para a maior 19 

prevalência de linhagens virulentas em gatos e a preocupação do convívio destes animais com 20 

pacientes HIV-positivos. No Brasil, Farias et al. (9) descreveram piogranulomatose cutânea 21 

em gato por R. equi, caracterizado como VapA, semelhante ao padrão encontrado em potros. 22 

A rodococose em humanos é reconhecida como doença emergente (4). As infecções 23 

por R. equi são descritas em indivíduos imunossuprimidos, transplantados, portadores de 24 

neoplasias, submetidos à terapia prolongada com corticóide, e, em especial, pacientes 25 
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acometidos pela Aids (4). Verville et al. (10) nos EUA investigaram a epidemiologia de 12 1 

casos de rodococose humana, dos quais seis acometidos por Aids, e constataram que dois 2 

tinham histórico de contato com eqüinos e seu ambiente de criação, um com cão doméstico e 3 

outro com ambiente rural. 4 

Sugere-se que a transmissão de R. equi dos animais para os humanos estaria 5 

relacionada à exposição ao agente no ambiente, secundária à inalação, lesões transcutâneas, 6 

(6), ou pelo contato com animais domésticos, ou seu ambiente de criação. Prescott (6) referiu 7 

que 12 dentre 32 pacientes acometidos de rodococose tinham histórico de contato com 8 

animais e/ou ambientes de criação de espécies domésticas.  9 

Clinicamente, a rodococose nos humanos manifesta-se por pneumonia cavitária 10 

crônica com derrame pleural, acompanhada de febre, tosse e dores no peito. Secundariamente 11 

são observados quadros extrapulmonares como: abscessos renais, diarréia com sangue, 12 

caquexia, pleurisia, hepatopatias, peritonite, artrite séptica, osteomielite, linfadenite e 13 

meningite (11).  14 

R. equi multiplica-se ativamente no ambiente, tendo como exigência condições 15 

mínimas de temperatura, pH e umidade, obtidas principalmente no material fecal de animais. 16 

Multiplica-se em extremos de temperatura (15oC a 37ºC), mas preferencialmente em 17 

ambientes quentes, o que explicaria a elevada ocorrência do microrganismo em países de 18 

clima tropical. Em contraste, o microrganismo não se multiplica abaixo de 10ºC (6). 19 

Takai et al. (2) isolaram R. equi em 73,9% amostras de areia e terra de 115 parques e 20 

49 jardins no Japão. Nenhum dos isolados apresentou antígenos de 15-17 kDa e um 21 

apresentou apresentou antígeno 20 kDa. Os autores alertaram para extrema contaminação do 22 

ambiente de parques e praças no Japão pela bactéria e destacaram a necessidade de estudos 23 

com intuito de avaliar o risco de contaminação destes ambientes na transmissão da 24 
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rodococose. Na Hungria, a virulência de 48 estirpes isoladas do solo de dois criatórios de 1 

eqüinos revelou 26 (54,2%) linhagens virulentas VapA (85 kb tipo I) (12).  2 

 São pontuais os estudos no Brasil investigando a virulência plasmidial de estirpes de 3 

R. equi isoladas dos animais e humanos. Ribeiro et al. (13) revelaram elevada virulência de 4 

linhagens isoladas de potros, no estado de São Paulo, enquanto Farias et al. (9), relataram a 5 

virulência de R. equi em gato com infecção cutânea. Não existe, até o momento, nenhum 6 

estudo no país que tenha investigado a virulência de estirpes isoladas do ambiente, que 7 

permitisse a comparação entre a virulência de estirpes humanas e de animais. O 8 

reconhecimento dos antígenos de virulência do microrganismo e a sua utilização como 9 

marcadores de patogenicidade permitiram avanços significativos na identificação do perfil de 10 

virulência e de novas variantes da bactéria, e são imprescindíveis no esclarecimento da 11 

epidemiologia, patogenia, controle e reflexos em saúde pública da doença (14). 12 

E. coli certamente é o principal representante das bactérias da família 13 

Enterobacteriaceae. Apresenta-se sob a forma de cocobacilos Gram-negativos, encontrados 14 

na microbiota entérica de animais e humanos (15). Determinadas linhagens são patogênicas 15 

para humanos e animais. Nos animais, acarreta classicamente quadros gastroentéricos e 16 

grande variedade de outras afecções, incluindo mastite, diarréia, endometrite, cistite, nefrite, 17 

artrite, abortamento, osteomielite, endocardite, pneumonia, conjuntivite, septicemia, entre 18 

outros (16). Nos humanos determina principalmente distúrbios gastrintestinais graves, 19 

infecções urinárias, meningites do recém-nascido e septicemias (17).  20 
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O microrganismo pode ser isolado quase que invariavelmente do material fecal de 1 

animais com e sem diarréia. A severidade clínica das colibaciloses depende da presença de 2 

fatores de virulência, que determinam o grau de patogenicidade da linhagem. Certos fatores 3 

de virulência são componentes intrínsecos da estrutura bacteriana, também denominados 4 

endotoxinas (18). Outros se constituem de diferentes tipos de exotoxinas (enterotoxinas, 5 

verotoxinas, hemolisinas e fator necrosante citotóxico), ou propriedades que permitem a 6 

multiplicação em meios com baixa disponibilidade de ferro ou a multirresistência aos 7 

antimicrobianos (15).  8 

As estirpes patogênicas podem causar diversos tipos de infecções e compreendem pelo 9 

menos seis patótipos associados às infecções intestinais (DEC – “Diarrheagenic Escherichia 10 

coli”) e vários outros associados com infecções extra-intestinais (ExPEC – “Extraintestinal 11 

Pathogenic Escherichia coli”). As diferentes linhagens de E. coli responsáveis 12 

predominantemente por distúrbios entéricos são agrupadas em seis tipos: enterotoxigênicas 13 

(ETEC), enteroinvasoras (EIEC), enteropatogênicas (EPEC), enterohemorrágicas (EHEC), 14 

enteroagregativas (EAEC) e de aderência difusa (DAEC) (15). 15 

EPEC predomina como causa de diarréia em crianças com menos de um ano, 16 

sobretudo em paises emergentes. Clinicamente se manifesta por diarréia aquosa contendo 17 

muco, febre e desidratação. Linhagens EPEC determinam lesão histopatológica intestinal 18 

conhecida por “attaching and effacing” (A/E). A bactéria se adere intimamente às células 19 

epiteliais intestinais e acarreta mudança no citoesqueleto celular. As microvilosidades 20 

intestinais formam estruturas parecidas com “pedestais”, a qual a bactéria se adere na mucosa. 21 

A habilidade de induzir o A/E é codificada pelo gene eae que codifica a proteína chamada 22 

intimina, que é responsável pela junção íntima de EPEC às células epiteliais (19). 23 

As ETEC causam diarréia aquosa, leve a severa. São responsáveis por 24 

aproximadamente 20% dos casos de diarréia em crianças com menos de cinco anos, bem 25 
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como é o principal agente da “diarréia dos viajantes”. Esta classe produz fímbrias de 1 

colonização e dois tipos principais de enterotoxinas denominadas toxinas termolábeis (LT) e 2 

termoestáveis (ST). As LTs são enterotoxinas parecidas com a toxina colérica que alteram a 3 

atividade da adenilciclase ativando canais de cloro, levando à saída de água e à diarréia. LT é 4 

encontrada predominantemente em isolados humanos (20). As STs são divididas em STa e 5 

STb. A toxina STa é associada a doença em humanos, enquanto que a STb é associada a 6 

doença em animais (21). 7 

EIEC produz toxina semelhante à produzida por Shigella sp. Após penetrar nas células 8 

epiteliais do cólon, se multiplica e invade as células adjacentes causando inflamação e sinais 9 

de diarréia aquosa, com muco e sangue, febre, mal estar e cólica. A infecção por EIEC é mais 10 

freqüente em crianças com mais de dois anos de idade e em adultos (22).  11 

E. coli enteroagregativas se caracterizam por padrão de adesão às células epiteliais. 12 

EAEC é considerado patógeno emergente e tem sido associado à diarréia aguda ou 13 

persistente, em casos esporádicos ou em surtos, em crianças e adultos em vários países. A 14 

colonização ocorre predominantemente no cólon, seguida por secreção de enterotoxinas e 15 

citotoxinas. Linhagens de EAEC foram isoladas de animais, porém ainda não foi estabelecido 16 

o papel destes como reservatórios para humanos (20). 17 

Linhagens DAEC são caracterizadas por padrão agregativo celular. Causam diarréia 18 

em crianças com mais de um ano de idade. Determinam o alongamento das microvilosidades 19 

ao redor da célula bacteriana, reduzindo a borda em escova da mucosa intestinal (23). Na 20 

última década, E. coli EHEC sorotipo O157:H7 foi reconhecida como causa emergente de 21 

doença entérica e insuficiência renal (síndrome urêmica) em humanos. Esta classe possui 22 

citotoxinas (24), plasmídios e fatores de colonização (25). O sorotipo O157:H7 inibe a síntese 23 

protéica, produz efeito citopático “in vitro” em células Vero, denominadas de verotoxinas-24 

VTs ou Shiga-like toxinas (STX) e altera fatores de coagulação sanguínea. Também causa 25 
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lesão A/E (“attaching and effacing”) e colonizam preferencialmente o cólon (22). A infecção 1 

pelo sorotipo O157:H7 culmina em grave quadro de colite hemorrágica, trombocitopenia e 2 

síndrome urêmica hemolítica, freqüentemente fatal em crianças e indivíduos debilitados. A 3 

espécie bovina é caracterizada como a principal fonte de infecção do sorotipo O157:H7, 4 

eliminado pelas fezes de bovinos com e sem sintomas entéricos (26). Em crianças com menos 5 

de dez anos, a doença é altamente letal. As infecções humanas estão relacionadas ao consumo 6 

de carne crua ou sem cocção adequada – principalmente de origem bovina – ou ingestão de 7 

água, leite e derivados, e diversas variedades de frutas e verduras contaminadas pelas fezes 8 

(27). Cães (28) e gatos (29) também já foram descritos acometidos por E. coli O157:H7 9 

verotoxigênicas, denotando o risco dos animais de companhia na transmissão deste sorotipo. 10 

No Brasil, Cerqueira et al. (30) notificaram pela primeira vez o sorotipo nas fezes de 11 

bovinos em abatedouros no Rio de Janeiro. Estudos subseqüentes investigaram o sorotipo 12 

O157:H7 em leite bovino (13), e em casos de infecção entérica e renal em crianças (31).  13 

As infecções extra-intestinais (IEs) por E. coli ocorrem em todos os grupos etários e 14 

podem acometer diversos órgãos. Como IEs típicas merecem destaque as ITUs por E. coli 15 

uropatogênicas (UPEC), meningite/septicêmica (MNEC) especialmente em neonatos, 16 

infecções intra-abdominais, pneumonia, osteomielite e infecções em tecidos moles (32).  17 

A salmonelose é considerada uma das principais zoonoses em todo o mundo.  O 18 

microrganismo é ubíquo e acarreta diversas afecções em humanos e animais. A classificação é 19 

motivo de controvérsia entre os bacteriologistas em virtude da co-existência de subdivisão 20 

sorológica e, recentemente, molecular. Aceita-se atualmente a existência de duas espécies, S. 21 

enterica (patogênica) e S. bongori (saprófita). S. enterica é a espécie de maior importância 22 

contendo vários sorotipos patogênicos para os animais e humanos (1). 23 

Em humanos, o microrganismo está intimamente relacionado às toxinfecções 24 

alimentares decorrentes especialmente do consumo de produtos de origem animal. A principal 25 
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forma de transmissão do agente para os humanos ocorre pela via fecal-oral por contaminação 1 

de água e utensílios, levando a gastroenterite severa, ocasionalmente fatal.  As manifestações 2 

clínicas da doença incluem febre, forte dor abdominal, episódios de vômito e diarréia com 3 

estrias de sangue, mialgias e sinais de desidratação (1). 4 

Diferentes espécies de animais e inclusive humanos podem albergar a bactéria no 5 

intestino, com eliminação intermitente pelas fezes. Podem eliminar o agente pelas fezes, com 6 

e sem sinais entéricos, e se infectar por diferentes sorotipos. O estreito contato entre as 7 

crianças e os animais de companhia somados aos hábitos precários de higiene em crianças 8 

contribui para o risco de infecções pela bactéria (33).    9 

Diferentes enteropatógenos têm sido apontados como emergentes em humanos, entre 10 

eles Salmonella enterica sorotipo Enteritidis. No Brasil, Ribeiro et al. (34) descreveram caso 11 

de gastroenterite, septicemia e falha renal pelo sorotipo Enteritidis em cão domiciliado. 12 

Doorduyn et al. (35), nos países baixos, aplicaram inquérito epidemiológico à 13 

pacientes que apresentaram gastroenterite por Salmonella sp visando investigar os fatores de 14 

risco relacionados à transmissão. Dentre 1194 casos, 37% foram causados por S. Enteritidis e 15 

37% por S. Typhimurium. Ambos sorotipos tiveram maior ocorrência em crianças com idade 16 

entre 0-4 anos e S. Typhimurium apresentou maior ocorrência em áreas rurais. Os principais 17 

fatores de risco associados a infecções por S. Enteritidis e S. Typhimurium foram o consumo 18 

de alimentos crus de origem animal e o contato de crianças de 4-12 anos com caixas de areia.  19 

A toxoplasmose é a zoonose parasitária cosmopolita mais comum que acomete 20 

humanos e animais homeotérmicos. O coccídeo, T. gondii, pertence à família Sarcocystidae e 21 

é um protozoário intracelular obrigatório (1). 22 

T. gondii é a única espécie reconhecida do gênero, embora sejam descritas variantes 23 

genotípicas na ocorrência da doença em animais e no homem. O protozoário possui três 24 

estágios principais de desenvolvimento. O taquizoíto é a forma encontrada durante a fase 25 
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aguda da infecção e possui multiplicação rápida no interior das células, incluindo células do 1 

sistema fagocítico mononuclear, hepáticas, pulmonares, nervosas, da submucosa e 2 

musculares. Os bradizoítos se constituem na forma de multiplicação lenta, encontrados no 3 

interior de cistos localizados predominantemente no SNC, globo ocular, musculatura 4 

esquelética e cardíaca. O oocisto contendo esporozoítos é a forma eliminada pelas fezes do 5 

hospedeiro definitivo, representado pelos felídeos, em especial, o gato doméstico. O oocisto 6 

possui uma parede externa dupla que confere alta resistência do parasita às condições 7 

ambientais (36). 8 

Os felídeos são os únicos animais onde se completa a fase sexuada do parasita, a qual 9 

leva à excreção de oocistos nas fezes. Os felídeos se infectam após ingestão de hospedeiros 10 

intermediários infectados com T. gondii ou oocistos do ambiente. A eliminação de oocistos 11 

nas fezes ocorre durante 7 a 15 dias pós-infecção. Em torno de 2 a 5 dias esporulam e tornam-12 

se infectantes em condições favoráveis de pH, temperatura e umidade, podendo permanecer 13 

viáveis na água e solo durante meses (7).  14 

Os animais e humanos podem se infectar pelas três formas do ciclo de vida de T. 15 

gondii: ingestão de oocistos esporulados (frutas, verduras e legumes crus), de cistos teciduais 16 

presentes em carne contaminada e mal cozida, além de taquizoítos que podem estar presentes 17 

em leite não pausteurizado (37). Além disso, em humanos a infecção por taquizoítos pode 18 

ocorrer por via transplacentária e, ocasionalmente, em transplantes de órgãos e transfusões 19 

sanguíneas (38). 20 

Estudos em diversos países referem grandes variações na soroprevalência da infecção. 21 

Países latino-americanos (Brasil, Venezuela, Cuba e Jamaica) apresentaram elevada 22 

ocorrência em mulheres, variando de 51 a 72% (39).  23 

A toxoplasmose congênita apresenta altas taxas de morbimortalidade. No Brasil 24 

estima-se que anualmente cerca de 60.000 crianças sejam acometidas pela doença. O risco 25 
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médio de transmissão transplacentária é de 30%. A gravidade para o feto é inversamente 1 

proporcional à idade gestacional. As principais manifestações neurológicas pós-natais são 2 

microcefalia, hidrocefalia, calcificações intracerebrais, coriorretinite e retardo mental (40).  3 

Os gatos são fundamentais para a manutenção do ciclo biológico da toxoplasmose. A 4 

contaminação por fezes de gatos em areia/solo de parques, praças e ambientes recreacionais 5 

assume risco importante na transmissão da toxoplasmose, especialmente para crianças, 6 

pacientes com algum grau de imunossupressão, e mulheres gestantes (41). Meireles et al. (42) 7 

compararam a soroprevalência entre cães e gatos semidomiciliados pelo método de ELISA, 8 

nos quais encontraram anticorpos em 40% dos gatos e 50,5% dos cães, mostrando o impacto 9 

da infecção pelo parasito no Estado de São Paulo. Entretanto, pouca atenção tem sido dada a 10 

contaminação do ambiente dos humanos na veiculação do parasita. 11 

Larva migrans visceral/ocular é reconhecida como importante zoonose causada por migração 12 

errática de estágios larvais de parasitas intestinais de cães e gatos do gênero Toxocara em 13 

animais de companhia. Em cães e gatos as espécies mais prevalentes da doença são causadas 14 

por T. canis e T. cati, respectivamente. A prevalência do parasita na população canina pode 15 

chegar até 81%. Crianças na faixa etária de um a cinco anos infectam-se ao ingerirem ovos 16 

embrionados de Toxocara sp., pelo hábito de geofagia. Ao eclodir, as larvas atravessam a 17 

parede do intestino delgado e iniciam migração pela via linfática ou circulação portal para 18 

diversos órgãos, principalmente fígado e pulmões, podendo atingir coração, globo ocular e 19 

sistema nervoso central (43). 20 

As infecções mais graves são aquelas que acometem o globo ocular e sistema nervoso 21 

central. A forma larval ocular (Larva Migrans Ocular) pode resultar em quadro de 22 

conjuntivite, endoftalmite, estrabismo, leucocoria, granuloma periférico da retina e perda da 23 

visão (44). As manifestações clínicas da larva migrans visceral são astenia crônica, 24 

convulsões, pneumonia, arterite, nefrite, miocardite, meningoencefalite (45). 25 
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Epidemiologicamente, é importante ressaltar que o livre acesso de cães e gatos a locais 1 

de recreação, propiciam a contaminação do solo. Estima-se que fêmeas de Toxocara  possam 2 

eliminar até 200.000 ovos por dia. Devido à consistência da cutícula externa, os ovos de 3 

Toxocara permanecem viáveis por vários meses no ambiente, expondo continuadamente a 4 

população humana ao risco de infecção e desenvolvimento da doença (3). 5 

Espinoza et al. (46) estudaram a soroprevalência da doença em Lima, Peru, em 6 

pacientes com sinais oculares suspeitos e obtiveram 55,6% de positividade. Talvik et al. (47) 7 

analisaram 454 amostras de fezes e areia de parques em Tartu, Estônia e observaram 17, 8% 8 

de amostras de areia positivas para ovos de Toxocara sp. Além disso, foi realizada necropsia 9 

em 41 cães e 27 gatos eutanasiados que apresentaram 14,6% de T. canis e 48,2% de T. cati 10 

(presença de parasitos adultos), respectivamente. Os autores alertaram que crianças são o 11 

maior grupo de risco para contaminação ambiental por Toxocara sp. e que gatos são tão 12 

importantes disseminadores do parasita quanto cães. 13 

No Brasil, Costa-Cruz et al. (48) estudaram a freqüência de contaminação de praças 14 

públicas de Uberlândia, MG, por ovos de Toxocara sp. em amostras de areia e encontraram o 15 

parasita em 23% da amostragem. Santarém et al. (3) também encontraram ovos de Toxocara 16 

sp. em 60% de amostras de praças públicas de Botucatu, SP. Coelho et al. (43), em Sorocaba, 17 

pesquisaram a presença de ovos de Toxocara sp. em trinta praças, tendo recuperado o parasita 18 

em dezesseis (53,3%).  19 

 20 

CONCLUSÃO 21 

R. equi são bactérias de comportamento oportunista, relacionadas a graves infecções 22 

piogranulomatosas nos animais e no homem. Recentemente, a patogenicidade do organismo 23 

foi relacionada à presença de marcadores de virulência de origem plasmidial. As estirpes 24 

virulentas (VapA) tem sido identificadas em potros e em pacientes humanos com Aids. As 25 
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estirpes de virulência intermediária são identificadas principalmente na linfadenite em suínos 1 

e humanos com Aids. As linhagens avirulentas são identificadas no ambiente de criatórios de 2 

animais domésticos, em solos/areia de parques de recreação de humanos e também em 3 

humanos HIV-positivos. Não está completamente esclarecido o papel do ambiente e dos 4 

animais na transmissão da rodococose para os humanos, visto que se tem identificado 5 

linhagens virulentas e avirulentas do ambiente. Em dias atuais, a detecção de marcadores de 6 

virulência de R. equi é imprescindível para a investigação da epidemiologia da doença em 7 

humanos e em animais, assim como para avaliar os reflexos em saúde pública da rodococose. 8 

No Brasil são raros os estudos direcionados à caracterização de virulência em linhagens de R. 9 

equi isoladas de humanos e animais.  10 

Estirpes patogênicas de E. coli causam diferentes tipos de afecções associadas às 11 

infecções intestinais e várias outras associadas com infecções extra-intestinais. As 12 

manifestações clínicas das colibaciloses estão associadas a diferentes fatores de virulência 13 

constituídos por endotoxinas (LPS), cito ou exotoxinas (hemolisinas, CNF, VTs, 14 

enterotoxinas), sideróforos, multirresistência aos antimicrobianos, ou a colonização celular 15 

(pili, adesinas ou fímbrias). Linhagens da classe enterohemorrágica - sorotipo O157:H7 - são 16 

relacionadas nos humanos às graves manifestações clínicas de colite hemorrágica e falha renal 17 

aguda, de curso fatal em crianças e pacientes debilitados. Os quadros clínicos estão 18 

intimamente relacionados ao consumo de carne e subprodutos de origem bovina – com cocção 19 

inadequada -, leite e derivados, verduras, frutas e água contaminadas com as fezes de animais. 20 

O gênero Salmonella é incriminado como agente causal de severos surtos de 21 

toxinfecções de origem alimentar nos humanos. O microrganismo possui vários sorotipos que 22 

são comuns aos animais e humanos. Determinados sorotipos de Salmonella sp isolados de 23 

animais são reconhecidos atualmente como emergentes de doença em humanos, incluindo o 24 

sorotipo Enteritidis. À semelhança de E. coli, ambientes de visitação humana como praças e 25 
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parques representam riscos na transmissão da bactéria, particularmente para crianças e 1 

adolescentes.  2 

A toxoplasmose provoca severos agravos aos humanos, incluindo abortamentos, 3 

distúrbios oculares e seqüelas neurológicas, irreversíveis nos fetos de mulheres em certas 4 

fases gestacionais. O livre acesso de gatos em ambientes de recreação infantil representa risco 5 

potencial na transmissão da toxoplasmose para humanos. Larva migrans visceral é 6 

reconhecida como importante zoonose causada por migração errática de estágios larvais de 7 

parasitas intestinais do gênero Toxocara, em animais de companhia. Em cães e gatos as 8 

espécies mais prevalentes da doença são T. canis e T. cati, respectivamente. 9 

Epidemiologicamente é importante ressaltar que o livre acesso de cães e gatos a locais de 10 

recreação, propiciam a contaminação do solo.  11 

Os estudos envolvendo a identificação de patógenos de veiculação entérica de origem 12 

animal, em ambientes de recreação infantil e/ou do cotidiano humano, contemplam 13 

predominantemente patógenos isolados. Não se tem notado na literatura especializada 14 

esforços no intuito de avaliar, simultaneamente, os principais patógenos de veiculação fecal 15 

de animais domésticos em ambientes do cotidiano humano, tampouco investigar marcadores 16 

de virulência nestes microrganismos, que possam sinalizar o impacto da patogenicidade dos 17 

isolados. Ademais, pouca ênfase é observada em recomendar ações práticas e factíveis que 18 

possam, no mínimo, reduzir a contaminação dos ambientes. 19 
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