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RESUMO

O interesse por pesquisas com serpentes do género Bothrops esta em crescimento, ja
que a peconha destes animais é utilizada para fins terapéuticos. Objetivou-se avaliar as bactérias
presentes na cavidade oral e na pe¢conha em serpentes da espécie Bothrops atrox de um criatorio
comercial. Utilizaram-se 12 amostras colhidas com auxilio de swab esterilizado na regido da
bainha da presa, em animais que apresentavam estomatite, 30 amostras de secrecdo da cavidade
oral em serpentes saudaveis e as respectivas peconhas desidratadas, totalizando seis amostras
de peconha. As amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas
em meio de transporte Stuart. As amostras foram semeadas em Agar-sangue e Agar XLD,
posteriormente realizou-se Coloracdo de Gram e provas de Catalase e Manitol para
identificacdo de bactérias Gram positivas, j& para identificacdo das bactérias Gram negativas
empregou-se triagem bioguimica com o Meio de Rugai com Lisina, Kit comercial para
identificacdo de Enterobactérias. Nos 30 animais saudaveis e seis amostras de peconha foram
isoladas as seguintes bactérias Gram negativas: Proteus spp (34,15%), Escherichia coli
(26,84%), Citrobacter spp (14,63%), Serratia spp (9,75%) e Enterobacter spp (7,31%) e Gram
positivas: Staphylococcus spp (4,88%) e Bacillus cereus (2,44%). Nas 12 serpentes com
estomatite isolou-se Escherichia coli (26,31%), Citrobacter spp (21,05%), Proteus spp
(15,78%), Salmonella spp (10,52%) e o Staphylococcus spp (26,31%). Através do Teste exato
de Fisher encontrou-se diferenca significativa de Staphylococcus spp entre amostras de
serpentes saudaveis e serpentes com estomatite, 0 que sugere que este microrganismo esta

relacionado com 0s casos de estomatite em Bothrops atrox.

Palavras-chave: bactérias, estomatite, serpentes, répteis.



ABSTRACT

Interest in research about Bothrops snake is growing, since the venom of these animals
are used for therapeutic purposes. This study aimed to determine the bacteria in the oral cavity
and venom in snakes of the species Bothrops atrox of a commercial breeding. We used 12
samples taken with the aid of sterile swab in the sheath region of prey, in animals with
stomatitis, 30 samples of secretion in the mouth of healthy snakes and their dehydrated venom.
The Samples were plated on agar- agar XLD blood and subsequently held If Gram staining and
catalase tests and mannitol for Gram positive bacteria identification. For the identification of
Gram negative bacteria was employed biochemical screening with Rugai medium Lysine. In
the 30 healthy animals and six samples of venom the following Gram negative bacteria were
isolated: Proteus spp (34.15%), Escherichia coli (26.84%), Citrobacter spp (14.63%), Serratia
spp (9.75 %) and Enterobacter spp (7.31%) and Gram positive: Staphylococcus spp (4.88%)
and Bacillus cereus (2.44%). In the 12 snakes with stomatitis Escherichia coli was isolated
(26.31%), Citrobacter spp (21.05%), Proteus spp (15.78%), Salmonella (10.52%), and
Staphylococcus spp (26.31%). Fisher's exact test showed a significant difference between
samples of Staphylococcus spp from healthy snakes and serpents with stomatitis, suggesting
that this microrganism is related to the cases of stomatitis in Bothrops atrox.

Keywords: Bacteria, reptile, snake, stomatitis.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

A jararaca-do-norte pertence a classe Reptilia, ordem Squamata, sub-ordem
Ophidia, familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, género Bothrops e espécie Bothrops atrox
Linnaeus, 1758 (Figura 1). E um réptil de porte médio podendo alcancar quase um metro e
centimetros de comprimento, que habita tanto florestas como regides de vegetacdo secundaria,
capoeiras e locais inundados. Encontrada na regido norte do Brasil, esta espécie é considerada

responsavel pelo maior numero de acidentes ofidicos na regido (SBH, 2012).

Figura 1: Fotografia de exemplar jovem de Bothrops atrox de cativeiro.

Bothrops atrox é uma das espécies mais abundantes nos estudos realizados sobre
comunidades de serpentes na Amazonia (MARTINS; OLIVEIRA, 1998; OLIVEIRA;
MARTINS, 2001; FROTA, 2004; FROTA et al, 2005). Apresenta atividade
predominantemente noturna, de forma que o adulto caca preferencialmente no ch&o, enquanto
0S juvenis sdo mais encontrados sobre a vegetagdo (MARTINS; OLIVEIRA, 1998;
OLIVEIRA; MARTINS, 2001).

O habito generalista da maioria das espécies de Bothrops sp. é um dos fatores
responsaveis pela alta abundéncia dessas espécies na maioria dos habitats (MARTINS;
MARQUES; SAZIMA, 2002). Alimenta-se de centopéias, peixes, anuros, lagartos, outras
serpentes, aves e pequenos mamiferos (OLIVEIRA; MARTINS, 2003; MACEDO-
BERNARDE; BERNARDE, 2005; NASCIMENTO; BERNARDE; BUZZETT], 2008).
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Acidentes ofidicos representam um problema de satde publica em paises tropicais
devido a frequéncia que ocorrem e a mortalidade e morbidade associadas a eles (CHIPPAUX,
J. P.; WILLIAMS, V.; WHITE, 1991). No Brasil, casos envolvendo serpentes do género
Bothrops constituem os acidentes ofidicos mais importantes no pais (BRASIL, 2009).

Segundo S& Neto e Dos Santos (1995) em estudo epidemioldgico retrospectivo
realizado com pacientes atendidos no Instituto de Medicina Tropical do Amazonas, no periodo
de 1986 a 1992, foi observado que a principal espécie de serpente causadora de acidentes nesta
regido foi a Bothrops atrox (76%). Borges et al. (1999) também atribuiram a esta espécie o
maior numero de acidentes na regido norte do Brasil.

A peconha botropica possui trés atividades principais: 1) proteolitica ou necrosante,
que determina um edema inflamatério na regido da mordedura; 2) coagulante, a qual atua
através de uma ou mais acGes como trombina simile (semelhante a acdo da trombina), ativadora
de protrombina e do fator X, que promove um consumo dos fatores de coagulagdo com
consequente alteracdo da coagulagdo sanguinea; 3) hemorragica, que age no endotélio vascular
na regido da picada e também a distancia (JORGE; RIBEIRO, 1990; SECRETARIA DE
SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO, 1993).

ReacOes apos o acidente ofidico de Bothrops atrox podem ser local e sistémica
(BORGES et al., 1999), e apresentam sintomatologias com presenca de edema, dor, hemorragia
local e sistémica, necrose tecidual e insuficiéncia renal aguda (SA NETO; DOS SANTOS,
1995), além de eritema, cianose e celulite (FRANCA; MALAQUE, 2009).

A insuficiéncia renal aguda € uma complicacdo grave e potencialmente recuperavel
nos acidentes ofidicos botropico e crotalico. Podem decorrer de alteracbes do tipo
glomerulonefrite aguda (MACCLURE, 1935), necrose tubular aguda (DA SILVA; LOPEZ;
GODOQY, 1979) e necrose cortical (AMARAL et al., 1985).

O tratamento recomendado para acidentes ofidicos envolve a administracdo de soro
antiofidico. Tais compostos sdo agentes imunoldgicos produzidos por imunizacdo animal
utilizando a toxina das serpentes pegonhentas de maior ocorréncia (MORAIS et al., 1994;
PICOLO etal., 2002).

Em algumas regides do Brasil, 0 metronidazol e a heparina estdo sendo utilizados,
com base em trabalhos inconclusivos, como substitutos do soro antiofidico no tratamento dos
pacientes acidentados por ofidios (LEONARD et al., 1990; HOWARD, et al., 1993,
TAMBOURGI et al., 1994). Butcher et al. (1991) demonstraram que a heparina, além de nédo

neutralizar a atividade coagulante da peconha de Bothrops atrox, potencializou a sua acéo
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hemorragica. Em relacdo ao metronidazol a eficicia deste medicamento é obtida quando
utilizado em doses toxicas (LEONARD et al., 1990).

A Instrucdo Normativa IBAMA N° 169 de 2008 institui € normatiza as categorias
de uso e manejo da fauna silvestre em cativeiro em territorio brasileiro, visando atender as
finalidades socioculturais, de pesquisa cientifica, de conservacgéo, de exposicao, de manutencéo,
de criacdo, de reproducdo, de comercializacdo, de abate e de beneficiamento de produtos e
subprodutos (IBAMA, 2008).

Segundo esta legislacdo, o criadouro comercial € todo empreendimento autorizado
pelo 6rgdo ambiental competente, de pessoa fisica ou juridica, com finalidade de: criar, recriar,
terminar, reproduzir e manter espécimes da fauna silvestre em cativeiro para fins de alienagéo
de espécimes, partes, produtos e subprodutos. Define-se como parte ou produto da fauna
silvestre: pedaco ou fracdo de um elemento de origem animal, que ndo tenha sido beneficiado
a ponto de alterar sua caracteristica, forma ou propriedade priméaria, como por exemplo, a
peconha de serpentes (IBAMA, 2008).

Melgarejo-Giménez (2002) afirma que a manutencdo de serpentes peconhentas
envolve uma estrutura e funcionamento complexos e diferenciados, profissionais altamente
qualificados e programas permanentes de vigilancia, revisdao e aperfeicoamento. Um dos
primeiros serpentérios do Brasil foi o Instituto Butantan, no estado de S&o Paulo, criado pela
necessidade da extracdo de peconha para a producdo dos primeiros soros antipeconhentos das
Américas

Jararacas sdo criadas em sistema intensivo de cativeiro, pois a peconha destes
répteis pode ser utilizada na producdo de farmacos. O estresse que esses animais normalmente
sofrem nos processos de extracao de peconha e adaptacdo a um ambiente artificial tem impacto
direto na salude destes répteis. Esta dindmica interfere na microbiota oral, 0 que pode, por sua
vez, alterar a quantidade e poténcia da peconha (SOVERI; SEUNA, 1986).

A microbiota gastrintestinal de répteis € geralmente composta por bactérias Gram
positivas e Gram negativas, aerobias e anaerobias, leveduras e protozoarios. Os bacilos Gram
negativos sdo os principais agentes etiolégicos de enfermidades em serpentes e representam
importante papel como fontes secundérias as infec¢fes de etiologia viral ou parasitaria. A
predominancia dessas bactérias nos processos infecciosos estd diretamente relacionada ao
carater oportunista assumido pela microbiota normal das serpentes (KOLESNIKOVAS;
GREGO; ALBUQUERQUE, 2006).

Estomatites sdo comuns em répteis e caracterizam-se por inflamagdo da mucosa,

que pode incluir gengivite, glossite, palatite e queilite. Infeccdes bacterianas, fungicas e virais
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séo conhecidas e podem causar esses quadros (FRYE, 1991; HEATLEY et al., 2001; MADER,
2006).

Jorge et al., 1990 relatam que a microbiota oral das serpentes das diversas regides
do mundo é variada. Dentre os fatores sugeridos para explicar tais diferencas estdo as
particularidades dos exemplares avaliados. Temos como fatores importantes a espécie da
serpente, sua origem, se é de vida livre ou cativeiro, seu estado de salde, o fato de ter se
alimentado recentemente ou néo, e a condi¢do dos animais utilizados para sua alimentacao.

A cavidade oral de serpentes peconhentas e ndo peconhentas é colonizada por uma
grande variedade de microrganismos anaerobios e aerobios, os quais se destacam as infeccbes
causadas por Aeromonas hydrophila, Pseudomonas spp, Proteus spp, Salmonella spp,
Citrobacter spp, Escherichia coli, Providencia spp, Xanthomonas maltophila, entre outras
(BLAYLOCK, 2001). Agentes Gram positivos também sdo eventualmente isolados,
destacando-se Streptococcus spp e Staphylococcus spp (KOLENISKOVAS; GREGO;
ALBUQUERQUE, 2006).

Diferentes autores relatam que 0s microorganismos normalmente encontrados
como componentes da microbiota do sistema digestivo podem atuar como agentes etioldgicos
de doencas gastrointestinais em répteis, porém estudos para identificacdo de microbiota,
sobretudo na peconha, sdo escassos (DIAZ-FIGUEROA; MITCHELL, 2006).
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CAPITULO 2 - Microbiologia em jararaca com estomatite
Bactérias aerobias da cavidade oral em jararaca-do-norte Bothrops atrox com estomatite

criadas em cativeiro

A estomatite € uma das doencas mais frequentes em criatorios comerciais de serpentes,
sendo os bacilos Gram negativos 0s principais agentes etiologicos com importante papel como
fontes secundérias a infeccBes virais ou parasitarias. A predominancia de bactérias nos
processos infecciosos estd diretamente relacionada ao carater oportunista assumido pela
microbiota normal, quando as serpentes sofrem desequilibrio e estresse durante o processo de
extracdo de peconha. Objetivou-se analisar as bactérias aerobias presentes na cavidade oral em
serpentes da espécie Bothrops atrox. Amostras foram colhidas de 12 animais auxilio de swab
esterilizado na regido da bainha da presa, em serpentes que apresentaram estomatite em um
criatorio comercial. As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio em meio de transporte
Stuart, e posteriormente foram transferidas para tubos contendo caldo Tioglicolato e
armazenadas em estufa 37 °C por 24 horas. As amostras foram semeadas em Agar-sangue e
Agar XLD. Realizou-se Coloracdo de Gram e testes bioquimicos como: Catalase, Manitol e
Mini Kit comercial contendo o Meio de Rugai com Lisina. As bactérias Gram negativas
isoladas foram Escherichia coli (26,31%), Citrobacter spp (21,05%), Proteus spp (15,78%) e

Salmonella spp (10,52%) e, Staphylococcus spp (26,31%) como Gram positiva.

Palavras-chave: Gram negativa- bacteriolégico - Reptilia - Ophidia



17

INTRODUCAO

A jararaca-do-norte pertence a classe Reptilia, ordem Squamata, sub-ordem Ophidia,
familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, género Bothrops e espécie Bothrops atrox Linnaeus,
1758. E um réptil que pode alcancar quase um metro e cinquenta centimetros de comprimento,
que habita tanto florestas como regides de vegetacao secundaria, capoeiras e locais inundados.
Encontrada na regido norte do Brasil, esta espécie é considerada responsavel pelo maior nimero
de acidentes ofidicos nas localidades de sua ocorréncia (SBH 2012).

O género Bothrops compreende serpentes peconhentas com denticdo solendglifa, ou seja,
possuem presas inoculadoras moveis na regido rostral da cavidade oral, sendo as que oferecem
real risco quanto a inoculacdo da peconha na ocorréncia do acidente ofidico (Borges 2001).

Bactérias Gram positivas e Gram negativas, aerobias e anaerobias, leveduras e
protozoarios estdo geralmente presentes na microbiota gastrintestinal de répteis, sendo os
bacilos Gram negativos o0s principais agentes etioldgicos de doencas em serpentes e
representam importante papel como fontes secundarias as infeccdes de etiologia viral ou
parasitaria. A predominancia dessas bactérias nos processos infecciosos estd diretamente
relacionada ao carater oportunista assumido pela microbiota normal das serpentes
(Koleniskovas et al. 2006).

A microbiota oral das serpentes das diversas regides do mundo é variada. Ha varios
fatores sugeridos para explicar tais diferencas, como a espécie da serpente, sua origem, se é de
vida livre ou cativeiro, seu estado de saude, o fato de ter se alimentado recentemente ou néo, e
a condicdo dos animais utilizados para a alimentacao (Jorge et al. 1990).

O estresse que esses repteis normalmente sofrem nos processos de extracdo de peconha e

adaptacdo em ambiente artificial tem impacto direto na saude das serpentes, esta dinamica
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interfere na microbiota oral, o que pode alterar a quantidade, qualidade e poténcia da pegonha
(Soveri & Seuna 1986).

As doencas bacterianas em ofidios sdo caracterizadas por diferentes manifestacfes
clinicas, sendo observadas estomatites, abscessos subcutaneos e oftalmicos, glossites,
gastroenterites, pneumonias, ooforites e septicemia (Ferreira et al. 2012). Barreto et al. (2011)
em levantamento das principais afeccfes clinicas em serpentes da familia Boidae criadas em
cativeiro, avaliaram que a estomatite foi relatada por 83% dos criadores de serpentes que
entrevistaram.

Diferentes relatos afirmam que os microrganismos normalmente encontrados como
componentes da microbiota do sistema digestorio podem atuar como agentes etioldgicos de
doencas gastrointestinais em répteis, mas sdo poucos 0s pesquisadores que definiram essas
bactérias para as espécies brasileiras de répteis. Adicionalmente, os relatorios sdo escassos e
muitos deles estdo desatualizados (Diaz-Figueroa & Mitchell 2006).

Jararacas vém sendo criadas em sistema intensivo de cativeiro, j& que a peconha desses
répteis pode ser utilizada na producdo de farmacos, o que pode predispor a serpente para
estomatite. Objetivou-se conhecer quais sdo as bactérias aerébias encontradas na cavidade oral

de Bothrops atrox de cativeiro que apresentavam estomatite.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas amostras para exames microbiol6gicos de 12 serpentes da espécie
Bothrops atrox, sendo quatro machos e oito fémeas, com média de cinco anos de idade, e que
apresentavam estomatite. As amostras foram colhidas de animais do criatério comercial para
extracdo de peconha Pentapharm do Brasil Comércio e Exportacdo LTDA, Uberlandia, Minas
Gerais, com numero de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA) 11904.
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Esta pesquisa foi realizada mediante a aprovacgéo do Sistema de Autorizacédo e Informacao
em Biodiversidade (SISBIO), nimero 41060-1 e parecer favoravel do Comisséo de Etica na
Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 142/13. Para nao
agregar fonte de estresse as serpentes, as colheitas das amostras foram realizadas juntamente a
procedimentos de rotina do criatorio, que segue normas internacionais de bem-estar animal e
biosseguranca. As amostras foram colhidas antes que fosse realizado qualquer tratamento.

As serpentes com estomatite apresentaram infeccdo, com presenca de caseo na regido da
bainha de umas das presas, local de maior ocorréncia de estomatite em Bothrops atrox. Foram
contidas fisicamente colocando-se o gancho proximo ao terco final da cabeca, posicionando-se
entdo, a mao na regido das duas articulagdes temporomandibulares do animal, dessa forma,
pressionam-se 0s 0ss0s quadrados e a boca da serpente ja permanece aberta (Passos 2009).
Procedeu-se a colheita com auxilio de um swab com algoddo alginatado esterilizado, da
secre¢do da cavidade oral de cada serpente, na regido da bainha da presa inoculadora de peconha

que apresentasse estomatite, como representado pela Figura 1 (Jorge et al. 1990).

Fig.1: Colheita de material com swab esterilizado na regido da bainha da presa. A: Cavidade
oral saudavel de Bothrops atrox; B: Serpente com estomatite na regido da bainha da presa

direita.
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As amostras colhidas foram armazenadas em tubos plasticos contendo o meio de
transporte semi-sdlido Stuart e encaminhadas para o Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia. Foram entéo transferidas para tubos
contendo caldo Tioglicolato, meio altamente nutritivo que da suporte para o crescimento de
varios microrganismos, a partir disso foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24
horas (Oplustil 2004).

Para isolar as col6nias bacterianas, as amostras foram semeadas com auxilio de uma al¢a
de platina em placas de Petri uma contendo o Agar-sangue e outra contendo o Agar XLD
(Xylose-Lysine Deoxycholate), utilizando-se a Técnica de Esgotamento em Agar. As placas
semeadas foram colocadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas, sendo incubadas
(Quinn et al. 2004).

A partir de col6nias do Agar-sangue foi feita a Coloracdo de Gram para identificacio de
bactérias Gram positivas e Gram negativas. Para a identificacdo das bactérias Gram positivas
foram utilizadas as provas de Catalase e Manitol (Oplustil 2004).

As coldnias crescidas no Agar XLD foram identificadas através de Mini Kits comerciais,
contendo Meio de Rugai com Lisina, que tem como finalidade a triagem biogquimica de col6nias
que crescem nos meios seletivos para bactérias Gram negativas, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Utilizou-se um Meio para cada colonia diferente do Agar XLD, para
identificacdo de cada género ou espécie bacteriana, conforme recomendagfes do fabricante

(Oplustil 2004).

RESULTADOS

Houve crescimento bacteriano nas doze amostras analisadas da cavidade oral de Bothrops

atrox com estomatite, em algumas ocorreu presenca de mais de um microrganismo. Foram
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isoladas as seguintes bactérias Gram negativas: Escherichia coli, Citrobacter spp, Proteus spp
e Salmonella spp. A Unica bactéria Gram positiva isolada foi o Staphylococcus spp. As

frequéncias de cada microrganismo estdo descritas na Tabela 1.

TABELAL- Frequéncia de bactérias encontradas na cavidade oral de Bothrops atrox com

estomatite. Uberlandia, MG, 2014.

NUmero de amostras

Microrganismos o Frequéncia (%)
positivas
Escherichia coli 5 26,32
Staphylococcus spp 5 26,32
Citrobacter spp 4 21,05
Proteus spp 3 15,78
Salmonella spp 2 10,53
TOTAL 19 100

DISCUSSAO

Os microrganismos encontrados nesta pesquisa alertam para o fato de que a cavidade oral
de Bothrops atrox com estomatite apresentou uma ou mais bactérias, sendo que estas podem
ou ndo fazer parte da microbiota normal desta espécie de serpente.

Ferreira Junior et al. (2009) avaliaram a microbiota aerdbica da cavidade oral, cloaca e
peconha de exemplares da espécie Crotalus durissus terrificus recém-capturadas da natureza e
mantidas em quarentena, serpentes mantidas em cativeiro coletivo e serpentes criadas em
cativeiro individual. As bactérias mais frequentes foram Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris e Morganella morganii, destas isolamos em Bothrops atrox apenas Proteus spp.

A cavidade oral de serpentes pegonhentas e ndo peconhentas é colonizada por uma grande

variedade de microrganismos anaerobios e aerobios, destacam-se as infec¢bes causadas por
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Aeromonas hydrophila, Pseudomonas spp, Proteus spp, Salmonellas pp, Citrobacter spp,
Escherichia coli, Providencia spp, Xanthomonas maltophila, entre outras. (Blaylock 2001).
Agentes Gram positivos também sao eventualmente isolados, destacando-se Streptococcus spp
e Staphylococcus spp. (Koleniskovas et al. 2006). Nesta pesquisa isolou-se Staphylococcus spp
em Bothrops atrox em 26% das amostras.

Algumas bactérias com o potencial zoonético ja foram isoladas como parte da microbiota
normal dos ofidios, sendo os bacilos Gram negativos, 0s principais agentes etioldgicos, tais
como a bactéria Morganella morganii, que tem distribuicdo mundial e é encontrada na
microbiota normal dos ofidios tanto da cavidade oral quanto cloacal. Este microrganismo é um
dos agentes bacterianos envolvidos nas complicagdes locais por necrose secundaria no humano
apos o acidente ofidico (Mader 1998). Em analise de abscesso subcutdneo em jiboia, Boa
constrictor, Ferreira et al. (2012) constataram que Morganella morganii era o agente etioldgico.

Estudos com Salmonella spp em serpentes sugerem que a entrada de organismos
infecciosos em uma colecdo ndo esta relacionada somente a adicdo de novos répteis, mas
também pode ser relacionado ao alimento que o réptil recebe em cativeiro, tais como roedores
(Williams 2008). O criatorio de Bothrops atrox em que colhemos as amostras tem biotério
préprio de camundongos Mus musculus, com controle rigoroso quanto a entrada de roedores
silvestres.

Bastos et al. (2008) avaliaram a prevaléncia de enterobactérias em Bothrops jararaca no
Estado de Sdo Paulo, através de levantamento microbiolégico com amostras colhidas
diretamente do c6lon de serpentes adultas e saudaveis. Foram obtidos varios géneros da familia
Enterobacteriaceae (Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Kluyvera, Morganella,
Proteus, Providencia e Salmonella) e um género de bactéria Gram negativa morfologicamente
semelhante (Aeromonas). Salmonella, Citrobacter e Escherichia foram os isolados mais

frequentes. Nesta pesquisa também foram identificadas Escherichia, Proteus, Salmonella e
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Citrobacter. Confirmando que estas bactérias parecem fazer parte da microbiota normal de boca
de serpentes da espécie Bothrops atrox.

Em estudo da microbiota presente nas presas, bainha das presas e peconha de Bothrops
jararaca os autores descreveram que as espécies bacterianas mais frequentemente encontradas
foram: Estreptococos do grupo D, Providencia rettgeri, Providencia sp, Escherichia coli,
Morganella morganii e Clostridium sp., porém com menor frequéncia Pseudomonas sp.,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Citrobacter sp. (Jorge et
al. 1990). Destas, cinco também foram encontradas nesta pesquisa, E. coli, Staphylococcus spp,
Citrobacter spp, Proteus spp e Salmonella spp.

Fonseca et al. (2009) fizeram um estudo microbiolégico da cavidade oral de dez
diferentes espécies de serpentes, pertencentes as familias Boidae, Colubridae, Elapidae e
Viperidae e identificaram as bactérias Actinomyce ssp, Bulkolderia sp., Moraxella sp., Proteus
sp., Sarcina sp., Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativa
e Yersinia enteroccolitica. Confirmando a presenca de Proteus spp e Staphylococcus spp em
Bothrops atrox.

Serapicos et al. (2005) avaliaram alteracdes macroscopicas e microscopicas observadas
em serpentes Micrurus corallinus mantidas em cativeiro, e verificaram o aparecimento de
vesiculas nos animais e, ao exame microbioldgico, isolou-se Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Nos mesmos exemplares realizou-se também hemocultura através
da puncdo asséptica de sangue intra-cardiaco, isolando também o Staphylococcus aureus,
indicando assim um quadro de septicemia por este agente. O Staphylococcus spp foi isolado em

26% das amostras de Bothrops atrox analisadas.
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CONCLUSAO

As bactérias Gram-negativas encontradas em Bothrops atrox com estomatite foram
Escherichia coli, Citrobacter spp, Proteus spp, Salmonella spp e Staphylococcus spp, como a
Unica bactéria Gram positiva encontrada.

Em todas as amostras analisadas houve crescimento de pelo menos um microrganismo, o
que ressalta a importancia de conhecer os microrganismos presentes na cavidade oral de
Bothrops atrox, como auxilio em tratamento em humanos apds acidente ofidico, e ressaltando
também, a importancia dos profissionais em utilizarem luvas de procedimento quando
manipularem serpentes.

As Bothrops atrox estdo sendo criadas em sistema intensivo de cativeiro, ja que a peconha
desses répteis pode ser utilizada na producdo de farmacos para uso humano, o que enfatiza a

importancia de se estudar a microbiota presente na cavidade oral.
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CAPITULO 3 - Bactérias em cavidade oral e peconha de jararaca-do-norte

Bothrops atrox saudaveis de cativeiro

RESUMO

Objetivou-se determinar as bactérias presentes na cavidade oral e peconha desidratada de
Bothrops atrox. Utilizaram-se 30 amostras colhidas com swab na regido da bainha da presa, em
30 serpentes que se apresentavam saudaveis e amostras de suas respectivas peconhas. As
amostras de cavidade oral e peconha foram semeadas em Agar-sangue e Agar XLD, e realizou-
se Coloracdo de Gram e provas de Catalase e Manitol para identificacdo de bactérias Gram
positivas. Para a identificacdo das Gram negativas, empregou-se triagem biogquimica, utilizando
0 Meio de Rugai com Lisina. Foram isoladas as seguintes bactérias Gram negativas: Proteus
spp (34,15%), Escherichia coli (26,84%), Citrobacter spp (14,63%), Serratia spp (9,75%) e
Enterobacter spp (7,31%). As bactérias Gram positivas isoladas foram o Staphylococcus spp
(4,88%), presente em duas das amostras analisadas e o Bacillus cereus (2,44%), presente em
apenas uma amostra. Houve presenca de pelo menos um microrganismo em todas as amostras
de cavidade oral e na pegonha.

Palavras-chave: Bacterioldgico, Ophidia, Reptilia, Serpente.

1. Introducéo

A jararaca-do-norte pertence a classe Reptilia, ordem Squamata, sub-ordem Ophidia,
familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, género Bothrops e espécie Bothrops atrox Linnaeus,
1758 (SBH, 2012).

Os acidentes ofidicos possuem uma taxa de letalidade mundial de 2,3%, no Brasil chega

a 6%. Os acidentes botropicos podem gerar insuficiéncia renal aguda, causada principalmente
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por necrose tubular aguda. As principais fracdes toxicas na peconha botropica sdo as
metaloproteinases e a botropsina. Pode ocorrer a formacdo de trombos, levando a isquemia
renal pela diminuicao da perfusdo sanguinea (Castro, 2006).

O paciente que teve acidente ofidico por Bothrops sp., normalmente mostra sinais de
perda tecidual tais como edema, abscesso e necrose, promovidos pela acdo de enzimas
proteoliticas. A necrose local pode complicar-se pela acdo das bactérias, provenientes da boca
da serpente, e formacéo de abscesso (Jorge et al., 1994).

As espécies de bactérias encontradas na cavidade oral de serpentes em diferentes regides
do mundo séo variadas. Tal diversificacdo decorre da espécie da serpente, sua origem, se é de
vida livre ou cativeiro, seu estado de saude (Jorge et al., 1990).

Os bacilos Gram negativos sdo 0s principais microrganismos encontrados na microbiota
de serpentes. A predominancia dessas bactérias nos processos infecciosos esta diretamente
relacionada ao carater oportunista assumido pela microbiota normal desses répteis
(Koleniskovas, 2006).

Mosca (2008) estudou a acdo da peconha de vérias espécies de serpentes das familias
Viperidae e Elapidae contra a bactéria Streptococcus mutans, que esta presente na carie humana
e avaliou que apenas as peconhas das serpentes B. moojeni e B. jararacussu apresentaram halo
de inibicdo de crescimento de S. mutans, constatando que a peconha dessas duas espécies de
serpentes inibiram o crescimento de Streptococcus mutanse. O componente responsavel pela
inibicdo parece ser o perdxido de hidrogénio. Apesar de ainda ndo totalmente conclusivos, os
ensaios ja realizados permitem afirmar que peconha de serpentes sdo ferramentas importantes
na inibicdo do crescimento de patogenos, especificamente daqueles envolvidos nas doencas
cariogénicas.

Stival (2011) avaliou a peconha bruta da serpente Bothrops moojeni, constatando que em

concentragoes de 0,5 e 0,05 ug/mL, quando colocado em células mononucleares de sangue
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periférico humano nao héa reacao de toxicidade, o que torna possivel a utilizacdo desta peconha
para fins terapéuticos.

O Captopril € um farmaco atualmente comercializado para tratamento de hipertenséo,
possui o principio ativo produzido a partir da piroglutamil, retirado da peconha da serpente
Bothrops jararaca (Hayashi; Camargo, 2005).

As serpentes do género Bothrops vém sendo criadas em sistema intensivo de cativeiro, ja
que a peconha destes répteis pode ser utilizada na producédo de farmacos. Entretanto, pouco se
sabe da microbiota da cavidade oral e principalmente da peconha destas serpentes.

Obijetivou-se conhecer quais sao as bactérias encontradas na cavidade oral e peconha de

Bothrops atrox de cativeiro.

2. Material e Métodos

Foram colhidas amostras para exames microbiologicos de 30 serpentes da espécie
Bothrops atrox, sendo 15 machos e 15 fémeas, com média de cinco anos de idade, que estavam
aparentemente saudaveis, com bom escore corporal, bom estado de hidratacdo e sem alteracGes
de ecdise. Avaliaram-se amostras de peconha desidratada das mesmas serpentes em que foram
colhidas amostras da cavidade oral, a cada cinco serpentes. As Bothrops atrox utilizadas sdo do
criatorio comercial para extracdo de peconha Pentapharm do Brasil Comércio e Exportacao
LTDA, Uberlandia, Minas Gerais, com nimero de registro no Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) 11904.

Esta pesquisa foi realizada mediante a aprovagéo do Sistema de Autorizacédo e Informacao
em Biodiversidade (SISBIO), nimero 41060-1 e parecer favoravel do Comissdo de Etica na
Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 142/13. Para néo

agregar fonte de estresse as serpentes, as colheitas das amostras foram realizadas juntamente a
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procedimentos de rotina do criatorio, que segue normas internacionais de bem-estar animal e
biosseguranca.

As serpentes foram contidas fisicamente colocando-se 0 gancho préximo ao terco final
da cabeca, posicionando-se entdo, a mao na regido das articulagcdes temporomandibulares do
animal, dessa forma a boca da serpente ja permanece aberta (Passos, 2009). Procedeu-se a
colheita de uma amostra de cada serpente, na regido da bainha da presa inoculadora de pe¢onha
do antimero direito, com auxilio de um swab com algodao alginatado esterilizado. Foi realizada
extracdo de peconha nas mesmas serpentes em que foram colhidas as amostras da secrecdo da
cavidade oral, devido a pouca quantidade de peconha por serpente, optou-se por analisar a
peconha a cada cinco serpentes, distribuidos em seis grupos.

As amostras colhidas foram armazenadas em tubos plasticos contendo o meio de
transporte semi-sélido Stuart e encaminhadas para o Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia. Foram entdo transferidas para tubos
contendo caldo Tioglicolato, meio altamente nutritivo que d& suporte para o crescimento de
varios microrganismos, a partir disso foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24
horas (Oplustil, 2004).

As amostras de peconha passaram por um processo de desidratacdo em bomba de
secagem a vacuo. Apds este processo, foram encaminhadas ao Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia e transferidas para tubos contendo
caldo Tioglicolato.

Para isolar as coldnias bacterianas, as amostras foram semeadas com auxilio de uma alga
de platina em placas de Petri uma contendo o Agar-sangue e outra contendo o Agar XLD
(Xylose-Lysine Deoxycholate), utilizando-se a Técnica de Esgotamento em Agar. As placas
semeadas foram colocadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas, sendo incubadas

(Quinn et al. 2004).
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A partir de col6nias do Agar-sangue foi feita a Coloraco de Gram para identificacio de
bactérias Gram positivas e Gram negativas. Para a identificacdo das bactérias Gram positivas
foram utilizadas as provas de Catalase e Manitol (Oplustil 2004).

As colénias crescidas no Agar XLD foram identificadas através de Mini Kits comerciais,
contendo Meio de Rugai com Lisina, que tem como finalidade a triagem bioquimica de col6nias
que crescem nos meios seletivos para bactérias Gram negativas, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Utilizou-se um Meio para cada colonia diferente do Agar XLD, para
identificacdo de cada género ou espécie bacteriana, conforme recomendacdes do fabricante

(Oplustil 2004). Metodologia representada pelas Figuras 1 e 2.

Fig. 1: Fotografia da metodologia utilizada. A: Colheita de material

com swab esterilizado; B: Tubos contendo o caldo Tioglicolato e
Agares utilizados; C: Coloragdo de Gram; D: Avaliacio da lamina

através de microscopio optico.
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Fig. 2: Fotografia da metodologia utilizada. A: Colbnia bacteriana
sendo semeada em agar; B: Coldnias bacterianas crescidas em &gar

XLD; C e D: Meio de Rugai com Lisina.

3. Resultados

Houve crescimento bacteriano nas 30 amostras analisadas da cavidade oral de Bothrops
atrox que estavam saudaveis, assim como nas seis amostras de pe¢onha, em algumas ocorreu
presenca de mais de um microrganismo (Tabela 1). Foram isoladas as seguintes bactérias Gram
negativas: Proteus spp (34,15%), Escherichia coli (26,84%), Citrobacter spp (14,63%),
Serratia spp (9,75%) e Enterobacter spp (7,31%). As bactérias Gram positivas isoladas foram
0 Staphylococcus spp (4,88%), presente em duas das amostras analisadas e o Bacillus cereus

(2,44%), presente em apenas uma amostra.



127

128

129

130

131
132
133
134
135

136

137

138

139

140

141

34

TABELA 1
Bactérias encontradas na cavidade oral das serpentes Bothrops atrox e de sua respectiva

peconha desidratada. Uberlandia, MG, 2014.

BACTERIAS DA

G(RNU_P;))S BACTERIA?) ;):LCAVIDADE PECONHA
- DESIDRATADA
1 Escherichia coli (n = 4) Escherichia coli

Proteus spp (n = 1)

Proteus spp (n = 4)

2 Escherichia coli (n = 1) Escherichia coli

3 Citrobacter spp (n = 3) Proteus spp,
Proteus spp (n = 2) Staphylococcus spp
Proteus spp (n = 3)

4 Citrobacter spp (n = 2) Proteus spp

Enterobacter spp (n = 3) Escherichia coli,

5 Proteus spp (n = 2) Staphylococcus spp,

Serratia spp (n = 2) Bacillus cereus

Escherichia coli (n = 3)
6 Citrobacter spp (n=1) Serratia spp
Serratia spp (n = 1)

N = namero de serpentes
n = ndmero de amostras

4 . Discussao
Em todas as amostras colhidas e analisadas houve crescimento bacteriano, e em algumas,
mais de um microrganismo foi identificado. Algumas bactérias com o potencial zoondtico ja

foram isoladas como parte da microbiota normal dos ofidios, sendo os principais agentes
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etioldgicos os bacilos Gram negativos, tanto da cavidade oral quanto cloacal. Estes
microrganismos sdo agentes bacterianos envolvidos nas complicacdes locais por necrose
secundaria no humano ap0os o acidente ofidico (Mader, 1998).

Estudos com Salmonella em serpentes sugerem que a entrada de organismos infecciosos
em uma criacdo ndo estad relacionada somente a adicdo de novos répteis, mas também ao
alimento que o réptil recebe em cativeiro. Garantir a satde de todos os animais que constituem
uma colecdo é primordial. Higiene também é importante em instalacdes de processamento de
peconha (Williams, 2008). Nas amostras colhidas em serpentes saudaveis do criatorio
comercial desta pesquisa, esta bactéria ndo foi isolada, nem nas amostras da cavidade oral e
nem na pegonha.

Estudos para identificacdo de microrganismos presentes, sobretudo na peconha de
serpentes, sao escassos. Diferentes autores relatam que os microorganismos normalmente
encontrados como componentes da microbiota do sistema digestivo podem atuar como agentes
etiologicos de doengas gastrointestinais em répteis, mas sdo poucos 0s pesquisadores que
definiram essas bactérias para as espécies brasileiras de répteis (Diaz-Figueroa; Mitchell, 2006).

Bastos et al. (2008) avaliaram a prevaléncia de enterobactérias em Bothrops jararaca. As
amostras foram colhidas diretamente do célon de serpentes adultas e saudaveis. Isolaram-se
varios géneros da familia Enterobacteriaceae, como Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Kluyvera, Morganella, Proteus, Providencia e Salmonella e um género de bactéria
Gram negativa morfologicamente semelhante (Aeromonas). Salmonella, Citrobacter e
Escherichia foram os isolados mais frequentes. Na cavidade oral de Bothrops atrox analisada,
destas bactérias também foram identificados os géneros Escherichia, Proteus, Enterobacter e

Citrobacter, e nas amostras de peconha analisadas foram isoladas Escherichia coli e Proteus

SPp.
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Jorge et al. (1990) estudaram a microbiota presente nas presas, bainha das presas e
peconha de Bothrops jararaca, porém avaliaram a peconha liquida e ndo ja desidratada. Os
autores descreveram que as espécies bacterianas mais frequentemente encontradas foram:
Estreptococos do grupo D, Providencia rettgeri, Providencia sp., Escherichia coli, Morganella
morganii e Clostridium sp., e com menor frequéncia Pseudomonas sp., Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Citrobacter sp. Estes autores utilizaram
serpentes saudaveis, de vida livre, e ndo utilizadas para fins comerciais.

Neste estudo, as bactérias encontradas na cavidade oral corresponderam as espécies
encontradas na peconha desidratada, exceto Citrobacter spp e Enterobacter spp, que foram
isolados somente em amostras de cavidade oral, e Staphylococcus spp e Bacillus cereus, que
foram isolados somente na peconha.

Fonseca et al. (2009) fizeram um estudo microbioldgico da cavidade oral de serpentes
saudaveis pertencentes as familias Boidae, Colubridae, Elapidae e Viperidae e identificaram as
bactérias Actinomyces sp., Bulkolderia sp., Moraxella sp., Proteus sp., Sarcina sp., Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativa e Yersinia enteroccolitica,
destas o Proteus spp e Staphylococcus spp, também isoladas em Bothrops atrox.

A presenca de B. cereus em alimentos, sobretudo no leite é bastante descrita. No leite, a
sua presenca ocorre tanto devido a resisténcia do microrganismo ao tratamento térmico, quanto
a contaminacdo do alimento apds o tratamento. B. cereus € um agente formador de biofilmes,
fato que pode explicar o aumento da taxa de contaminagéo do leite. Assim, salienta-se que tanto
a contaminagdo anterior ao processamento térmico quanto a que ocorre apés o tratamento do
leite podem ocasionar a presenca desse microrganismo nos diferentes tipos de leite disponiveis
ao consumidor (Rezende-Lago et al., 2007). Houve crescimento de Bacillus cereus em uma
amostra de pecgonha, isto pode ter ocorrido por contaminacdo do material utilizado para a

colheita da amostra de peconha, apesar deste material ter sido esterilizado em autoclave.
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Mesmo sabendo que a microbiota da cavidade oral das serpentes é bastante variada e é
composta por bactérias que possuem potencial zoondtico, a pegonha destes répteis, em baixas
concentragdes, pode ser utilizada como inibidores de bactérias, principalmente das espécies
Gram negativas (Talan et al., 1991; Paramo et al., 1998).

Ha grande interesse em pesquisas sobre a acdo de diferentes componentes da peconha de
serpentes do género Bothrops, 0 que torna importante conhecer a microbiota ali presente,
mesmo apos 0 processo de desidratacdo da peconha. Mosca (2008) estudou a acdo da pegonha
de vaérias espécies de serpentes das familias Viperidae e Elapidae contra a bactéria
Streptococcus mutans, que esta presente na carie humana. Apesar de ainda ndo totalmente
conclusivos, os ensaios ja realizados permitem afirmar que a pegonha de serpentes consiste em
uma ferramenta importante na inibicdo do crescimento de patdgenos, especificamente daqueles
envolvidos nas doencas cariogénicas. Foram isolados somente na cavidade oral os
microrganismos Citrobacter spp e Enterobacter spp, sendo que estes ndo foram isolados nas
amostras de peconha.

Segundo Stival (2011), a peconha bruta da serpente Bothrops moojeni ndo apresenta
citotoxicidade nas concentragoes 0,5 e 0,05 ng/mL quando colocado em células mononucleares
de sangue periférico humano, o que o torna potencialmente Gtil para verificar possivel efeito
terapéutico sobre estas células infectadas por microorganismos como, por exemplo, o HIV - 1.

Segundo Hayashi e Camargo (2005) o Captopril, um farmaco atualmente comercializado
para tratamento de hipertensdo, possui o principio ativo produzido a partir da piroglutamil,
retirado da peconha da serpente brasileira da espécie Bothrops jararaca. A piroglutamil é uma
prolina rica em oligopeptideos, que age como potencializador de bradicinina e inibidores

naturais da enzima somatica de angiotensina.
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5. Concluséao

Com as analises de microbiota presentes na cavidade oral e peconha de Bothrops atrox
saudaveis foi possivel isolar sete microrganismos diferentes. Em todas as amostras analisadas
houve crescimento de pelo menos um microrganismo, inclusive nas amostras de peconha apos
passarem pelo processo de desidratacdo, o que ressalta a importancia desse tipo de investigacao,
principalmente quando sdo criadas comercialmente e a peconha é utilizada para fins
terapéuticos, de uso humano. Ha a possibilidade de que a peconha tenha inibido o crescimento

do Citrobacter spp e Enterobacter spp.
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CAPITULO 4 - Microbiota da cavidade oral de jararaca-do-norte Bothrops atrox

saudaveis e com estomatite de cativeiro

RESUMO

Obijetivou-se isolar as bactérias da cavidade oral de 30 serpentes Bothrops atrox saudaveis e 12
com estomatite. A colheita foi realizada com auxilio de swab na bainha da presa, as amostras
foram transportadas em meio Stuart e semeadas em Agar-sangue e Agar XLD. Realizaram-se
Coloracdo de Gram e provas de Catalase e Manitol para identificacdo de bactérias Gram
positivas, ja na identificacdo das bactérias Gram negativas empregou-se triagem bioquimica
com meio de Rugai com Lisina. Nos animais saudaveis foram isoladas as espécies: Proteus
spp (37,5%), Escherichia coli (25%), Citrobacter spp (18,76%), Serratia spp (9,37%) e
Enterobacter spp (9,37%). Nas serpentes com estomatite isolaram-se Escherichia coli
(26,31%), Citrobacter spp (21,05%), Proteus spp (15,78%), Salmonella spp (10,52%) e o
Staphylococcus spp (26,31%). Observou-se diferenca significativa de Staphylococcus spp entre
amostras de serpentes saudaveis e com estomatite, 0 que sugere que este microrganismo esta
relacionado com 0s casos de estomatite em Bothrops atrox.

Palavras-chave: Bacterioldgico, Ophidia, Reptilia, Serpente.

1. Introducéo

Serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus sdo os maiores responsaveis por acidentes
ofidicos no Brasil. A jararaca-do-norte pertence a familia Viperidae, sub-familia Crotalinae,
género Bothrops e espécie Bothrops atrox Linnaeus, 1758 (SBH, 2012). Esta espécie é a maior

responsavel por acidentes ofidicos na regido Norte do Brasil.
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Soro antiofidico e medicamentos sdo pesquisados e produzidos através de algumas
fracbes da peconha das serpentes pertencentes ao género Bothrops. As principais fragdes
toxicas na peconha botropica sdo as metaloproteinases e a botropsina. Pode ocorrer a formagéo
de trombos, levando a isquemia renal pela diminuicéo da perfusdo sanguinea (Castro, 2006).

Na maioria dos criatérios de Bothrops, a extracdo manual de peconha ocorre
mensalmente, para evitar lesdes na boca da serpente, o que poderia causar estomatite. Giannotti
et. al (2013) estudaram alteracGes morfoldgicas nas glandulas de peconha em serpentes que
tiveram producdo de peconha deficiente, e encontraram lesGes que indicam um excesso de
pressdo sofrida pelas glandulas durante o procedimento de extracao.

Em caso de acidente ofidico por Bothrops sp., normalmente mostra sinais de perda
tecidual tais como edema, abscesso e necrose, promovidos pela acdo de enzimas proteoliticas.
Além disto, pode haver complicacbes no local da mordida devido ao grande numero de
bactérias provenientes da boca do réptil, formando abscessos (Jorge et al., 1994).

Os bacilos Gram negativos séo 0s principais microrganismos encontrados na microbiota
de serpentes, e podem agir em carater oportunista, ocasionando doencas nestes animais
(Koleniskovas, 2006).

Segundo Jorge et al. (1990), as espécies de bactérias encontradas na cavidade oral de
serpentes em diversas regides do mundo sdo variadas. Desta forma, o objetivo foi conhecer
quais sdo as bactérias encontradas na cavidade oral saudavel ou cavidade oral com estomatite
de Bothrops atrox de cativeiro, que sdo utilizadas para extracdo de peconha, avaliando se as
bactérias encontradas em serpentes com estomatite fazem parte da microbiota normal desta

espécie de serpente.
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2. Material e Métodos

Foram colhidas amostras da cavidade oral para exames microbioldgicos de 30 serpentes
saudaveis da espécie Bothrops atrox, sendo 15 machos e 15 fémeas, e amostras de 12 serpentes
Bothrops atrox que apresentaram estomatite, sendo oito fémeas e quatro machos. Procedeu-se
colheita de uma amostra por serpente, e estas serpentes apresentavam idade meédia de cinco
anos. As amostras foram colhidas de animais do criatorio comercial para extracdo de peconha
Pentapharm do Brasil Comeércio e Exportacdo LTDA, Uberlandia, Minas Gerais, com namero
de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) 11904.

Esta pesquisa foi realizada mediante a aprovacgéo do Sistema de Autorizacédo e Informacao
em Biodiversidade (SISBIO), nimero 41060-1 e parecer favoravel do Comisséo de Etica na
Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 142/13. Para nédo
agregar fonte de estresse as serpentes, as colheitas das amostras foram realizadas juntamente a
procedimentos de rotina do criatdrio, que segue normas internacionais de bem-estar animal e
biosseguranca. As amostras foram colhidas antes que fosse realizado qualquer tratamento.

As serpentes foram contidas fisicamente colocando-se o gancho proximo ao ter¢o final
da cabeca, posicionando-se entdo, a mao na regido das articulagdes temporomandibulares do
animal, dessa forma a boca da serpente ja permanece aberta (Passos, 2009). Procedeu-se a
colheita com auxilio de um swab com algoddo alginatado esterilizado, da secrecdo da cavidade
oral de cada serpente, na regido da bainha da presa inoculadora de pegonha.

As amostras colhidas foram armazenadas em tubos plasticos contendo o meio de
transporte semi-sélido Stuart e encaminhadas para o Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia. Foram entéo transferidas para tubos

contendo caldo Tioglicolato, meio altamente nutritivo que d& suporte para o0 crescimento de
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varios microrganismos, a partir disso foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24
horas (Oplustil, 2004).

Para isolar as col6nias bacterianas, as amostras foram semeadas com auxilio de uma alga
de platina em placas de Petri uma contendo o Agar-sangue e outra contendo o Agar XLD
(Xylose-Lysine Deoxycholate), utilizando-se a Técnica de Esgotamento em Agar. As placas
semeadas foram colocadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas, sendo incubadas
(Quinn et al. 2004).

A partir de col6nias do Agar-sangue foi feita a Coloracdo de Gram para identificacio de
bactérias Gram positivas e Gram negativas. Para a identificacdo das bactérias Gram positivas
foram utilizadas as provas de Catalase e Manitol (Oplustil 2004).

As colénias crescidas no Agar XLD foram identificadas através de Mini Kits comerciais,
contendo Meio de Rugai com Lisina, que tem como finalidade a triagem biogquimica de col6nias
gue crescem nos meios seletivos para bactérias Gram negativas, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Utilizou-se um Meio para cada colonia diferente do Agar XLD, para
identificacdo de cada género ou espécie bacteriana, conforme recomendacgdes do fabricante
(Oplustil 2004). A analise estatistica foi realizada através do Teste exato de Fisher,

considerando-se 5% de significancia.

3. Resultados e Discussao

Houve crescimento bacteriano nas trinta amostras analisadas da cavidade oral de
Bothrops atrox que estavam saudaveis, assim como nas doze amostras analisadas de cavidade
oral de Bothrops atrox com estomatite, em algumas ocorreu presenca de mais de um
microrganismo. Nos trinta animais saudaveis foram isoladas as seguintes bactérias: Proteus spp

(37,5%), Escherichia coli (25%), Citrobacter spp (18,76%), Serratia spp (9,37%) e
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Enterobacter spp (9,37%). Nas doze serpentes com estomatite isolou-se Escherichia coli
(26,31%), Citrobacter spp (21,05%), Proteus spp (15,78%), Salmonellas pp (10,52%) e o
Staphylococcus spp, presente em 26,31%.

Através do Teste exato de Fisher encontrou-se diferenca significativa de Staphylococcus
spp entre amostras de serpentes saudaveis e serpentes com estomatite, 0 que sugere que este

microrganismo esta relacionado com os casos de estomatite em Bothrops atrox (Tabela 1).

TABELA 1
Frequéncia de bactérias encontradas na cavidade oral de Bothrops atrox saudaveis ou que

apresentaram estomatite. Uberlandia, MG, 2014.

NUmero em NUmero em

. . Frequéncia Frequéncia “P”
Microrganismos serpentes serpentes com

0, 0,
saudaveis (30) (%) estomatite (12) (%) valor
Escherichia coli 8 25,00 5 26,32 0,4635
Staphylococcus i i 5 26.32 0,0009
Spp
Citrobacter spp 6 18,76 4 21,05 0,4331
Proteus spp 12 37,50 3 15,78 0,4848
Serratia spp 3 9,37 - - 0,5453
Enterobacter spp 3 9,37 - - 0,5453
Salmonella spp - - 2 10,53 0,0767
TOTAL 32 100 19 100

Fonseca et al. (2009) fizeram um estudo microbioldgico da cavidade oral de serpentes

saudaveis, pertencentes as familias Boidae, Colubridae, Elapidae e Viperidae e identificaram
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as bactérias Actinomyces sp., Bulkolderia sp., Moraxella sp., Proteus sp., Sarcina sp., Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativa e Yersinia enteroccolitica.
Destas, as espécies Proteus spp e Staphylococcus spp foram encontradas em B. atrox, o que
sugere que estas bactérias fazem parte da microbiota normal destes répteis. O Staphylococcus
spp em Bothrops atrox foi isolado somente em serpentes com estomatite.

A microbiota oral e cloacal dos répteis € composta sobretudo por bacilos Gram negativos,
dentre estas bactérias algumas tém carater zoonOtico, como se evidencia em casos de
complicacdes apos acidente ofidico em humanos, no qual o local se apresenta infeccionado e
algumas vezes com necrose (Mader, 1998). A Salmonella que foi isolada em Bothrops atrox
com estomatite, € um exemplo de bactéria com carater zoonético, e € bastante descrita como
parte da microbiota normal das serpentes. Logicamente, ndo é apenas a Salmonella , a unica
bactéria presente em serpentes e que tenha carater zoondtico, tem-se relatos de outros
microrganismos como Chlamydophila spp e Mycobacterium spp (Williams, 2008).

As bactérias encontradas em cavidade oral saudavel de Bothrops atrox sugerem que estas
fazem parte da microbiota normal desta espécie de serpente, e que podem causar doengas,
dentre elas a estomatite, em consequéncia do carater oportunista, quando o animal se encontra
debilitado. Autores relatam que 0s microorganismos normalmente encontrados como
componentes da microbiota do sistema digestivo podem atuar como agentes etiolégicos, mas
sdo poucos os pesquisadores que definiram essas bactérias para as espécies brasileiras de répteis
(Diaz-Figueroa; Mitchell, 2006).

Bastos et al. (2008) em estudo da microbiota de amostras colhidas diretamente do célon
de Bothrops jararaca saudaveis, conseguiram isolar varios géneros da familia
Enterobacteriaceae, Salmonella, Citrobacter e Escherichia foram os isolados mais frequentes,
0 que indica que estes géneros de bactérias sdo encontrados na microbiota intestinal de Bothrops

jararaca, estes trés géneros também foram isolados em nosso estudo com Bothrops atrox.
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Assim como em Bothrops atrox, Jorge et al. (1990), isolaram Escherichia coli, Proteus
spp, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Citrobacter spp na microbiota presente
nas presas, bainha das presas e peconha de Bothrops jararaca. Os autores descreveram ainda
outros microrganismos, tais como: Estreptococos do grupo D, Providencia rettgeri,
Providencia spp, Morganella morganii, Clostridium spp e Pseudomonas spp.

Deve-se ter cuidado e medidas profilaticas de quarentena ao se introduzir serpentes de
vida livre em um plantel estabilizado, uma vez que estes novos animais podem causar sérios
desequilibrios na microbiota existente nos exemplares de cativeiro. O mesmo cuidado deve-se
ter com os roedores utilizados na alimentacdo das serpentes, que podem veicular
microrganismos patogénicos e que desequilibrem esta microbiota (Williams, 2008).

Ha varios estudos quanto a utilidade farmacoldgica da peconha de serpentes do género
Bothrops, 0 que torna importante o conhecimento da microbiota presente na cavidade oral

destes animais (Talan et al., 1991, Paramo et al., 1998, Hayashi; Camargo, 2005).

4. Concluséao

Foram isoladas as bactérias Staphylococcus spp e Salmonella spp somente em serpentes
que apresentavam estomatite, porém houve diferenca significativa somente para o
Staphylococcus spp, 0 que sugere que 0 aparecimento deste microrganismo esta relacionado a
casos de estomatite, ja os microrganismos Proteus spp, Escherichia coli, Citrobacter spp,
Serratia spp, Enterobacter spp e Salmonella spp fazem parte da microbiota normal de Bothrops

atrox.
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