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Resumo

A familia Enterobacteriaceae, compreende varias espécies bacterianas com
formato de bastonetes gram-negativos, ndo formadoras de esporos, moveis,
capazes de fermentar e oxidar a glicose. O objetivo desse trabalho foi identificar
microrganismos presentes na cavidade bucal e cloaca de répteis, bem como
avaliar sensibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos. Foram utilizados 12
animais criados em cativeiro, dos quais, sete eram serpentes (duas da espécie
Boa constrictor, duas Corallus hortulanus, duas Pseudoboa clelia e uma
Philodryas olfersii), um jacaré Caiman latirostris) e quatro jabutis (Geochelone
carbonaria). As amostras foram processadas no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco. Foram
isoladas 17 cepas bacterianas das quais sete foram identificadas como Klebsiella
spp. (41,18%), seis Salmonella spp. (35,29%), duas Serratia spp. (11,76%), uma
Escherichia coli (5,88%), uma Providencia spp. (5,88%). Os resultados para
pesquisa de Salmonella spp. foram confirmados pela PCR. Todos os isolados
foram sensiveis a ciprofloxacina e amicacina. Por outro lado, observou-se elevada
resisténcia a lincomicina, penicilina, rifamicina e a ampicilina. Os resultados
obtidos nesse estudo sugerem a participagdo dos répteis na cadeia
epidemiolégica, como reservatérios de alguns patégenos importantes, a exemplo
da Salmonella spp., tornando importante a adocdo de medidas preventivas em
cativeiros e domicilios.
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Abstract

The Enterobacteriacieae family comprises several bacterial gram-negative bacili
shaped species, mobile, able to glicosis utilization. The objective is to identify
living microorganisms in reptile oral cavity and sewer, and evaluate the isolated
sensitivity to antimicrobial drugs. Seven of the twelve animals utilized were snakes
(two Boa constrictor, two Corallus hortulanus, two Pseudoboa clelia and one
Philodryas olfersii) one alligator (Caiman latirostris) and four tortoises (Geochelone
carbonaria). The samples were processed in the Lab of Microbiologia e
Imunologia Animal of Universidade Federal do Vale do S&o Francisco. Seven of
the seventeen bacterial strains isolated were identified as Klebsiella spp.
(41,18%), six Salmonella spp. (35,29%), two Serratia spp. (11,76%), one
Escherichia coli (5,88%), and one Providencia spp. (5,88%). All isolates were
sensitive to ciprofloxacin and amicacin, but was observed elevate resistance to
llincomicin, penicillin, rifamicin and ampicilin. The results to Salmonella spp. were
confirmed with PCR and suggest that reptiles are included in the epidemiological
chain as reservoirs of some important pathogens, for example Salmonella spp.,
showing that it is important to adopt preventive measures.
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INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae, compreende varias bactérias com formato de
bastonetes gram-negativos, ndo formadoras de esporos, moveis, que fermentam
e oxidam a glicose. Sao microrganismos capazes de converter nitrato em nitrito e
produzir catalase, mas ndo oxidase. Possuem crescimento 6timo em pH entre 6,6
e 8,2 e temperatura proxima dos 37°C, com minima de aproximadamente 5,5 °C
e maxima de 45°C (KRIEG e HOLT, 1984). As bactérias pertencentes a este
grupo possuem uma grande heterogeneidade em relacdo a sua ecologia, seus
hospedeiros e seu potencial patogénico. Sdo amplamente distribuidas
mundialmente, podendo ser encontradas no trato intestinal de animais e
humanos, contaminando a vegetacao, o solo e a agua (QUINN et al., 1994).

Diversos microrganismos tém sido encontrados, causando enfermidades em
répteis. A microbiota de serpentes tem sido estudada por diversos autores para
detectar as causas dos processos infecciosos que acometem esses animais
guando mantidos em cativeiro (GARCIA e LAURE, 1986). Muitos estudos tém
demonstrado que os répteis representam um dos principais reservatorios naturais
da Salmonella spp., sendo este um dos agentes infecciosos relacionado a
doencas em animais mantidos em cativeiro (JOHNSON-DELANEY, 1996; VAN
DER WALT, 1997). Embora a ocorréncia da salmonelose humana esteja, em sua
maioria, associada a casos de ingestao de alimentos contaminados (carnes, ovos
e leite), a transmissao pelo contato direto ou indireto com répteis também é
evidenciada (JAY, 2000; KONEMAN et al., 2001).



Em virtude do potencial zoondtico de alguns microrganismos da microbiota
dos répteis, bem como devido aos poucos estudos conduzidos nessa area, 0
presente trabalho teve por objetivo identificar bactérias presentes na cavidade
bucal e cloaca desses animais, bem como avaliar a sensibilidade dos isolados
frente os antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Local e animais experimentais

Este trabalho foi desenvolvido nos meses de fevereiro a julho de 2008, com
répteis doados do IMAC (Instituto Imaculada Concei¢cdo) em Juazeiro-BA para o
Campus da Fazenda Experimental da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco (UNIVASF), localizada em Petrolina-PE. As analises laboratoriais foram
realizadas no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da referida
Universidade. Foram utilizados 12 animais criados em cativeiro, dos quais, sete
eram serpentes (duas da espécie Boa constrictor, duas Corallus hortulanus, duas
Pseudoboa clelia e uma Philodryas dfersii), um jacaré (Caiman latirostris) e
guatro jabutis (Geochelone carbonaria).

Coleta das amostras

Para obtencdo das amostras foram utilizados swabs estéreis de tamanho
padrdo, que foram introduzidos individualmente no interior da cloaca e cavidade
bucal das serpentes e do jacaré, e cavidade bucal dos jabutis. Apds este
procedimento, todos os swabs foram acondicionados em tubos com meio de
transporte Stuart modificado, os quais foram colocados em condi¢des isotérmicas
a aproximadamente 4°C até o processamento laboratorial.

Isolamento e identificacdo

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia Animal da UNIVASF, onde foram semeadas para enriqguecimento em
Agua Peptonada Alcalina, Caldo Tetrationato e Rappaport-Vassiliades, os quais
foram incubados a 37°C por 24 horas. Para isolamento, as amostras foram entao
semeadas em placas de Agar Xylose-Lysine Deoxycholate (XLD), Hektoen
Entérico (HE), Salmonella-Shigella (SS) e Agar MacConkey. ApOs 24 loras de
incubacdo a 37°C as colbnias de coloracdo enegrecida e caracteristicas morfo-
tintoriais de Salmonella spp. foram selecionadas para identificagdo presuntiva,
realizada por meio de coloracdo de Gram e provas bioquimicas que incluiram a
inoculacdo em tubos contendo “Triple Sugar Iron” (TSI), “Lysine Iron Agar” (LIA),
Motility e Indole (SIM), Glicose Oxdativa, Fermentativa (GOF), Agar Citrato de
Simmons e prova de oxidase segundo descricbes de Quinn et al. (1994). Os
isolados com identificacdo presuntiva de Salmonella spp. foram confirmados
mediante a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A detecc¢éo do
gene sidA foi realizada de acordo com descricoes de Oikonomou (2008) com
algumas modificacbes. Num volume total de 25ul foram colocados MgCl, 2mM,
0,4mmol de dNTPs, tampéo de enzima 1X (KCI 50mM,; tris-HCl/pH 8,4; 10 mM,;
Triton X-100 0,1% - BioRad BioAgency), 0,4pmol de cada iniciador SidAl 5-AAT
ATC GCT TCG TAC CAC e SidA2 5-GTA GGT AAA CGA GGA GCA G
(Oikonomou et al., 2008) 0,5 unidades de Taq polimerase (BioRad Bioagency) e



uma aliquota de 5ul (n&o quantificado) de cada amostra de DNA extraido a partir
das culturas bacterianas. Os ciclos de PCR foram conduzidos da seguinte forma:
um primeiro passo de desnaturacdo a 94 °C por 1 min seguido por 30 ciclos de
94 °C por 20s, 57 °C por 1 min, 72 °C por 1min e 30s. A extensao final foi
realizada a 72 °C por 6 min. Os produtos da amplificacdo foram verificados em gel
de agarose 0,7% submetido a eletroforese e examinado sob luz ultravioleta.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O perfil de sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos foi
determinado por meio do método de difusdo em disco Kirby-Bauer Mbdificado
(BAUER et al., 1966). Os isolados foram inoculados em Caldo Mduller Hinton e
incubados a 37°C até obtencdo de turvacdo conforme a escala 0,5 de Mac
Farland. Com auxilio de um swab estéril, os isolados foram semeados em placas
de Petri contendo Agar Miiller Hinton, onde foram aplicados os discos de
antimicrobianos. As drogas testadas foram tetraciclina (30 mcg), ciprofloxacina (5
Kg), gentamicina (10 pg ), ampicilina (10 pg), norfloxacina (10 pg), oxacilina (1
hg), ceftriaxona (30 pg), lincomicina (2 pg), nitrofurantoina (300 pQ),
sulfametoxazol (25 pg), neomicina (30 pg) e penicilina G (10 U.I). As placas foram
incubadas em estufa durante 24 horas a 37°C. O perfil de sensibilidade dos
isolados foi determinado pela leitura dos halos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do crescimento bacteriano, na coloracdo de gram observaram-se
bacilos gram negativos, sendo a identificacdo realizada por meio das provas
bioguimicas segundo Quinn et al., (1994). Foram isoladas 17 cepas bacterianas
das quais sete foram identificadas como Klebsiella spp. (41,18%), seis Salmonella
spp. (35,29%), duas Serratia spp. (11,76%), uma Escherichia coli (5,88%), uma
Providencia spp. (5,88%) (Tabela 1).

Neste trabalho observouse isolamento de Salmonella spp. em 50% (2/4)
das serpentes avaliadas. Esses resultados foram confirmados pela PCR, na qual
se observou amplificacdo de um fragmento de DNA de 274 kb. Resultados
semelhantes foram encontrados por Sa e Solari (2001) que detectaram a
presenca de salmonelas em 39,1% das amostras de fezes ou swabs cloacais de
répteis de estimacéao, sendo observada distribuicdo de 62,5% em lagartos; 53,3%
em cobras e 25,8% em quelbnios. Em outro trabalho foi encontrada maior
proporcdo de serpentes (83,9%) apresentando esse microrganismo (LOPES,
2008). Dutra et al. (1998) detectaram Salmonella spp. em 12 das 18 amostras de
fezes de jabutis-piranga (Geochelone carbavaria) provenientes de animais sadios
do zoologico de Sorocaba, SP. Lopes (2008) observou significativa frequéncia de
isolamento de Salmonella spp. Ainda de acordo com este autor, S&0 poucos 0s
trabalhos comparando a frequéncia de isolamento deste agente dentro das
Ordens da Classe Reptilia.

A presenca de Salmonella spp. em répteis é descrita por diversos autores e
muitos deles afirmam que esses animais representam reservatérios importantes
deste patdégeno na natureza (JOHNSON-DELANEY, 1996; VAN DER WALT,
1997). A facilidade na aquisicdo de tartarugas, iguanas, teils e até mesmo



serpentes em “pet shops”, ressalta a importdncia de esclarecimentos aos
proprietarios desses animais sobre 0s riscos de contaminagdo por patdgenos
zoonoticos como a Salmonella spp. (LOPES, 2008).

No presente estudo, a Klebsiella spp. foi isolada nas espécies Boa
constrictor e Caiman latirostris. Este microrganismo ja foi isolado em amostras de
fezes de Crotallus durissus terrificus mantidas em cativeiro (Norberg et al. 2006).
As infecgBes bacterianas podem ser favorecidas nestas condi¢cbes devido a
mudanca do habitat e consequentemente do comportamento dos animais,
causando estresse e comprometimento imunoldgico (SA e SOLARI, 2001).

Todos os isolados foram sensiveis a ciprofloxacina e amicacina. Por outro
lado, observouse elevada resisténcia a lincomicina, penicilina, rifamicina e a
ampicilina. De modo especial as amostras de Salmonella spp. apresentaram alta
resisténcia para eritromicina concordando com Ebani et al. 2005, e para
combinacao de sulfametoxazol e trimetoprim que esta de acordo com os achados
de Lopes (2008).

Tabela 1. Isolados de répteis mantidos em condi¢fes de cativeiro, Petrolina-PE
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Boa constrictor 2 3 0 0 0
Coralus hortulanus 0 2 0 1 0
Pseudoboa clelia 0 0 0 0 0
Philodryas olfersii 0 1 0 0 1
Caiman latirostris 1 0 2 0 0
Geochelone carbonaria 4 0 0 0 0

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a participacdo dos répteis na
cadeia epidemioldgica, como reservatoérios de alguns patdégenos importantes, tais
como a Salmonella spp. tornando importante a ado¢do de medidas preventivas
em cativeiros e domicilios. Salienta-se a elevada resisténcia dos isolados a
lincomicina, penicilina, rifamicina e ampicilina.
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