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RESUMO

Durante o periodo de outubro de 2011 a janeiro de 2012 foram coletadas 18
amostras da cavidade oral de duas serpentes das espécies Philodryas patagoniensis
e Xenodon dorbignyi em uma regido de dunas da localidade Magistério, municipio
do Balneario Pinhal, situado na Planicie Costeira do Litoral do Rio Grande do Sul,
Brasil, com objetivo de analisar a microbiota aerébia oral dos exemplares de
serpentes coletadas e avaliar se esta pode constituir fonte de infeccdo no local da
picada em caso de acidentes, bem como se pode resultar em e/ou ser a causa de
doencas infecciosas nessas espécies. Ambas as espécies estdo entre as mais
frequentemente encontradas na area de estudo, que vem sofrendo, assim como a
maioria das regides costeiras, uma grande expansdo de ocupacdes urbanas e um
crescimento populacional acelerado. Isto resulta em um contato, cada vez mais
frequente, entre humanos e estas serpentes e consequentemente um maior risco de
acidentes ofidicos, especialmente no caso de P. patagoniensis, devido ao seu
comportamento agressivo. J4 X. dorbignyi, apesar de apresentar comportamento
defensivo elaborado, ndo é agressiva, de forma que n&o ocasiona acidentes
ofidicos. As amostras foram coletadas em campo tocando um suabe estéril na
cavidade oral das serpentes e armazenando em meio de transporte Stuart até o
laboratério. Entdo, aliqguotas de 0,1 ml de diluicdes decimais seriadas foram
semeadas em placas contendo meio Agar sangue de carneiro desfribinado 5% e
incubadas a 37°C por 48 h. Apos esse procedimento, realizou-se a quantificacao das
colénias observadas. Todas as amostras apresentaram crescimento bacteriano e a
carga microbiana variou entre 2,4 x 10> UFC/ ml a > 3 x 10° UFC/ ml, sendo que a
diluicdo 1/ 1000 foi a que melhor apresentou uma quantidade adequada para a
contagem (entre 30 e 300 colbnias). Obteve-se um total de 34 isolados bacterianos e
esses foram submetidos a andlises da morfologia celular e colonial e provas
bioquimicas para a identificacdo. Foram encontrados cocos e bacilos Gram positivos
e ainda bastonetes Gram negativos. Esses Ultimos foram os mais frequentes,
ocorrendo em 68% das amostras analisadas. Até o presente momento, alguns
isolados foram identificados quanto ao género, sao eles: Aeromonas,
Aureobacterium, Microbacterium, Bacillus, Micrococcus e Proteus. Sendo esse

ultimo encontrado apenas em amostras provenientes de P. patagoniensis. Proteus e



Aeromonas ja foram isolados de abscessos causados por acidentes ofidicos e como

causadores de doengas infecciosas em serpentes.

Palavras-chave: Microbiota oral. Serpentes. Philodryas patagoniensis.

Xenodon dorbignyi.



ABSTRACT

From October 2011 until January 2012, samples from the mouth of 18 snakes
of two species (Philodryas patagoniensis and Xenodon dorbignyi) were collected in a
region of dunes in Magistério, municipality of Balneario Pinhal, situated in the Coastal
Region of Rio Grande do Sul, Brazil, with the objective of analyzing the aerobic oral
microbiota of the snakes and to evaluate if the bacteria found can be source of
infection on the snakebite site or cause infection diseases in snakes. Both species
are among the most frequently found in the study area, which has suffered, like most
coastal regions, a major expansion of urban occupations, and a rapid population
growth, resulting in an ever more frequent contact between humans and these
snakes, and consequently a higher risk of snakebites, especially in the case of P.
patagoniensis due to its aggressive behavior. Unlike P. patagoniensis, X. dorbignyi,
despite having an elaborated defensive behavior is not aggressive, so does not
cause snakebites. The samples were collected in the natural environment of this
species passing a sterile swab in the oral cavity of snakes and stored in Stuart
transport medium until the laboratory. Then, 0.1 ml aliquots of decimal dilutions were
plated on agar medium containing defibrinated sheep blood 5% and incubated at
37°C for 48 h. After this procedure, the quantification of colonies was performed. All
samples showed bacterial growth and the microbial load ranged from 2.4 x 10?> CFU /
ml to> 3 x 10° CFU / ml, and the dilution 1/1000 presented an appropriate amount of
colonies for counting (30 to 300 colonies). It was obtained a total of 34 bacterial
isolates and these were subjected to analysis of colonial morphology and
biochemical tests for identification. Gram-positive cocci and bacilli and Gram negative
bacilli were found in this study. The latter were the most frequent, occurring in 68% of
samples. At the present moment, some isolates were identified by gender, they are:
Aeromonas, Aureobacterium, Microbacterium, Bacillus, Micrococcus and Proteus.
Proteus was found only in samples from P. patagoniensis. Proteus and Aeromonas
have been isolated from abscesses caused by snakebites and can cause infectious

diseases in snakes.

Key-words: Mouth microbiota. Snakes. Philodryas patagoniensis. Xenodon

dorbignyi.
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1 INTRODUCAO

As serpentes sdo répteis que se originaram a partir de ancestrais
lacertiformes durante o inicio do Cretaceo (cerca de 120 milhdes de anos atras), e
gue, juntamente com os lagartos e anfisbenas, compéem o grupo dos Squamata
(POUGH et al., 2004; VITT; CALDWELL, 2009). Sado conhecidas por numerosas
caracteristicas derivadas, como corpo alongado e auséncia de membros
locomotores, mas que ndo séo restritas ao grupo, estando presentes nos demais
grupos de Squamata e que refletem as véarias adaptacdes comportamentais,
ecologicas e fisiolégicas (POUGH et al., 2004). Ocorrem em todos os continentes
exceto na Antartica e no extremo norte do hemisfério norte, ocupando os mais
diversificados ecossistemas, refletindo assim um grande sucesso quando se refere a
adaptacdo em ambientes diferentes (VITT; CALDWELL, 2009). Todas as especies
sdo carnivoras, algumas se caracterizando como generalistas, utilizando ampla
variedade de categorias de presas, enquanto outras possuem dieta especifica (ZUG
et al., 2001). De acordo com Pough et al. (2004) existem quatro padroes de denticdo
nas serpentes: aglifas, opistoglifas, proteréglifas e solendglifas. As denti¢cdes do tipo
aglifa e opistdglifa sdo caracteristicas das serpentes consideradas, de maneira geral,
como nao pegonhentas, e que séo representadas no Brasil principalmente pela
familia Dipsadidae, enquanto as proteroglifas e solendglifas séo representadas pelas
serpentes pecgonhentas das familias Elapidae e Viperidae, respectivamente
(BERNILS, 2010; POUGH et al., 2004).

Desde a antiguidade as serpentes séo vistas pela sociedade como animais
extremamente perigosos e vinculados a acontecimentos ruins, constantemente
trazendo sentimentos de medo ou nojo. Em grande parte isto é resultado do elevado
namero de acidentes ofidicos que ocorrem em todo o mundo, principalmente em
paises tropicais (PINHO; PEREIRA, 2000). No Brasil ocorrem cerca de 20.000
acidentes ofidicos por ano, 0s quais se constituem em significante problema de
saude publica (MS/FUNASA, 2001; PINHO; PEREIRA, 2000). Desta maneira, devido
em grande parte a sua importancia para o homem, as serpentes sao objeto de
inumeros estudos, alguns aplicados a medicina, que abrangem técnicas laboratoriais
para extragdo do veneno utilizado na produgédo de soro e o isolamento de toxinas
para a producdo de medicamentos, enquanto outros buscam definir a taxonomia e
compreender aspectos ecoldgicos (LOPES, 2008; ROCHA; FURTADO, 2007;
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TOZETTI; OLIVEIRA; PONTES, 2009), muitos dos quais geram informacoes
importantes também para as questdes envolvendo saude publica.

Apesar da ocorréncia dos acidentes ofidicos, a maioria das serpentes
existentes é considerada ndo peconhenta por ndo constituir risco ao ser humano
(MOSMANN, 2001), incluindo aquelas que apresentam glandula de peconha, mas
esta de baixa toxicidade, ou ainda as que ndo possuem um eficiente aparelho
inoculador, como as 4aglifas (VERRASTRO; SILVA; COLOMBO, 2009). Mesmo
assim, muitos acidentes ofidicos séo atribuidos a serpentes consideradas nédo
peconhentas (MINTON, 1990; SILVEIRA; NISHIOKA,1992; SALOMAO; ALBOLEA;
SANTOS, 2003), principalmente dipsadideos, cujos acidentes se restringem
geralmente a acao topica, embora existam registros de casos mais graves (DIAZ et
al., 2004; LEMA, 2002; SALOMAOQ; DI-BERNARDO, 1995). Estudos tém mostrado
que algumas espécies do género Philodryas, por exemplo, possuem pec¢onha que
ocasionam sintomas semelhantes ao envenenamento bothropico, mas com agdes
locais menos intensas (LOPES, 2008; ROCHA; FURTADO, 2007). Adicionalmente,
mesmo acidentes ofidicos com espécies que ndo apresentam pecgonha, ou cuja
peconha € de baixa toxicidade, podem apresentar aspectos médicos relevantes,
uma vez que as perfuracdes na superficie cuténea resultantes da mordida danificam
a barreira de defesa da pele, favorecendo a ocorréncia de infecgbes por micro-
organismos (HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008; JORGE; RIBEIRO, 1997). Estudos
jA& realizados demonstraram uma grande relacdo entre 0S micro-organismos
presentes na cavidade oral das serpentes e em abscessos causados pelas picadas
(ANDRADE et al., 1989; GARG et al.,, 2009; JORGE et al., 1990). Infeccbes por
micro-organismos também tem sido apontadas como uma das principais causas de
mortalidade relatadas nesses animais em cativeiro, como estomatites, pneumonias e
abscessos cutaneos (FOWLER, 1986; MARCUS, 1971). Existem na literatura alguns
estudos realizados com o objetivo de identificar a microbiota oral de serpentes
(FONSECA et al., 2008; GOLDSTEIN et al., 1981; JORGE et al., 1990), mas estes
séo escassos, e no Brasil, se restringem principalmente a espécies peconhentas do
género Brothops, responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos no pais, havendo
poucas informacdes disponiveis acerca de dipsadideos (ANDRADE, 1989; JORGE
et. al 1990; MS/FUNASA, 2001). Dentre os dipsadideos para os quais ndo existem
informacdes acerca da bacteriologia oral, estdo as espécies Philodryas

patagoniensis e Xenodon dorbignyi. P. patagoniensis é uma serpente terricola de
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porte mediano, atingindo cerca de 1400 mm de comprimento total, que possui
atividade diurna e dieta variada, consumindo peixes, anuros, lagartos, aves,
mamiferos e serpentes, sendo muito comum no RS (GIRAUDO, 2001; PONTES,
2007; SAZIMA & HADDAD, 1992; VERRASTRO; SILVA; COLOMBO, 2009). Possui
denticdo opistoglifa, é agressiva e pode morder, produzindo dor e edemas locais,
como ja relatados em alguns trabalhos (ARAUJO; SANTOS, 1997; NISHIOKA;
SILVEIRA, 1994; SILVEIRA; NISHIOKA, 1992; VERRASTRO; SILVA; COLOMBO,
2009). X. dorbignyi é uma espécie terricola de porte mediano, atingindo cerca de
600 mm de comprimento total, que possui atividade diurna e dieta restrita a anuros e
eventualmente lagartos e seus ovos (OLIVEIRA et al.,, 2001; OLIVEIRA, 2005).
Apesar de apresentar comportamento defensivo elaborado, ndo € agressiva, de
forma que ndo ocasiona acidentes ofidicos (TOZETTI; OLIVEIRA; PONTES, 2009).
Conforme Oliveira (2005), ambas espécies estdo entre as mais frequentemente
encontradas nas areas de dunas do Litoral Norte do Rio Grande do Sul, areas estas
gue vém sofrendo nos ultimos anos uma grande expansao de ocupac¢fes urbanas e
um crescimento populacional acelerado (BRACK, 2006), o que resulta em um cada
vez mais frequente contato entre humanos e estas serpentes, e consequentemente
um maior risco de acidentes ofidicos, especialmente no caso de P. patagoniensis,
devido ao seu comportamento agressivo.

O presente estudo tem por objetivo identificar os micro-organismos presentes
na cavidade oral de exemplares de duas espécies de dipsadideos, P. patagoniensis
e X. dorbignyi, provenientes da regido de dunas do Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, buscando um maior conhecimento da microbiota oral destas espécies, a fim de
avaliar se esta pode constituir fonte de infeccdo no local da picada em caso de
acidentes, bem como, se podem estar associadas com doengas infecciosas nessas

espécies.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As serpentes sao muito estudadas devido ao consideravel nimero de
acidentes ofidicos, mas s@o poucos os trabalhos que se dedicam a analisar os

micro-organismos associados a esses animais.

2.1 ORIGEM E DIVERSIDADE DAS SERPENTES

As serpentes, juntamente com os lagartos e anfisbenas, compdem o grupo
denominado Squamata (POUGH et al. 2004). Assim como os lagartos, adaptaram-
se a diversos tipos de ambientes, tanto de regides tropicais como temperadas, 0 que
Ihes confere grande sucesso evolutivo. Sua origem evolutiva se deu a partir de
ancestrais lacertiformes, enquanto alguns lagartos recentes estdo se modificando e
tornando sua morfologia muito semelhante a das serpentes (LEMA, 2002).

O registro mais antigo que se tem das serpentes é representado por dois
vertebrados a partir do inicio do Cretaceo, e a descoberta do féssil Najash mostra
gue, provavelmente, as serpentes tiveram um ancestral terrestre e ndo marinho
como se imaginava. Andlises filogenéticas apontam Najash como grupo irméo de
todas as serpentes e, baseado na morfologia do cranio entre outras caracteristicas,
ela possuia, provavelmente, habitos terrestres/subterraneos (VITT; CALDWELL,
2009).

Escamados bastante modificados em relagdo ao seu ancestral quadripede,
as serpentes exibem, com seu corpo alongado, diferentes tamanhos e texturas
corporais, refletindo suas adaptacdes comportamentais e ecolégicas ao ambiente.
Possuem numerosas vértebras ao longo do corpo, cada uma com um par de
nervuras, conferindo a elas bastante flexibilidade para uma locomocao através de
ondulagdes, muito eficiente na agua, solo, subsolo e arvores. Por ndo possuirem
membros, as serpentes capturam, manipulam e consomem suas presas apenas com
a boca e o corpo, algumas utilizam apenas o corpo para matar suas presas,
enquanto outras possuem presas especializadas que inoculam um veneno
altamente toxico. Grandes modificagBes no créanio ao longo da evolugcédo ajudaram
esses animais a engolir suas presas inteiras, tornando-os extremamente flexiveis;
algumas dessas adaptagbes séo exclusivas das serpentes, incluindo a excluséo do
osso supraoccipital (VITT; CALDWELL, 2009).
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Com relacdo a denticdo, as serpentes possuem tipicamente dentes longos,
finos e levemente curvados. Sao reconhecidas tradicionalmente, quatro categorias
de denticdo nas serpentes: as aglifas possuem denticdo homodonte, ou seja, todos
os dentes com tamanho e forma iguais, ndo possuindo presas especializadas. As
opistoglifas possuem um par de dentes alongados localizados na parte posterior da
maxila, frequentemente chamados de presa posterior. Nas proteroglifas, a maxila é
relativamente longa, possuindo um par de presas ocas (é muito comum haver um
dente adicional atrds da presa) na sua extremidade anterior, diferente das
solendglifas que possuem a maxila reduzida, sem dentes adicionais além do par de
presas ocas, que é projetado para frente pela rotacdo da maxila através do 0sso pre-
frontal. Normalmente, os padrdes de denticdo aglifa e opistoglifa séo caracteristicos
de colubrideos e dipsadideos, as proterdglifas dos elapideos e solendglifa
caracteristica de viperideos (POUGH et al., 2004).

As serpentes representam o segundo maior grupo de répteis vivos, com 3.378
espécies. No Brasil existem 371 espécies de ofidios e no Rio Grande do Sul as 74
espécies estdo distribuidas entre as familias Anomalepididae (duas espécies),
Colubridae (cinco espécies), Dipsadidae (58 espécies), Leptotyphlopidae (uma
espécie), Typhlopidae (uma espécie) e Viperidae (sete espécies) (BERNILS, 2010;
HERPETOLOGIA UFRGS, 2010; UETZ, 2010). As serpentes consideradas
perigosas ao ser humano estdo inseridas nas familias Elapidae e Viperidae
(MS/FUNASA, 2001).

2.2 OFIDISMO

Ofidismo é o nome dado ao acidente com serpente, ele pode ocorrer tanto
com humanos quanto com animais de interesse para o homem (LEMA, 2002). Nao
se fala em serpentes sem mencionar os acidentes ofidicos, e isso se deve ao fato da
grande ocorréncia e da gravidade de alguns desses acidentes, considerados um
problema de saude publica. No Brasil, sdo registrados cerca de 20.000 acidentes
ofidicos por ano, em sua maioria procedentes da regido Sul e Sudeste, e que estao
em geral, relacionados a fatores climaticos e aumento da atividade humana nos
trabalhos no campo (MS/FUNASA, 2001). E interessante observar que esse nimero
se manteve relativamente constante nos ultimos 100 anos, quando Vital Brazil

estimou, em seu estudo pioneiro em 1909, 19.200 acidentes ofidicos por ano no
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Brasil. E claro que a letalidade dos acidentes diminuiu de 25%, estimados por Vital
Brazil no ano de 1909 para o estado de S&o Paulo (BOCHNER; STRUCHINER,
2003), para 0,45% estimados para todo o Brasil entre os anos de 1990 a 1993
(MS/FUNASA, 2001).

A maioria dos acidentes ofidicos é atribuida ao Género Bothrops que
compreende cerca de 30 espécies distribuidas por todo o territério nacional
(MS/FUNASA, 2001). Das 74 espécies que ocorrem no Rio Grande do Sul, apenas
12 sé&o consideradas pegonhentas, séo elas: Micrurus altirostris, Micrurus corallinus
Micrurus decoratus, Micrurus lemniscatus, Micrurus silviae, Bothrops diporus,
Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops pubescens, Crotalus durissus,
Bothrops alternatus e Bothrops cotiara (HERPETOLOGIA UFRGS, 2010;
MS/FUNASA, 2001). Entretanto, muitos acidentes com dipsadideos opistdglifos tem
sido relatados, incluindo descricdo de quadros de envenenamento e mesmo 6bito,
caracterizando-os como de interesse médico (DIAZ, 2004; MEDEIROS et al., 2010;
MINTON, 1990; SALOMAO; ALBOLEA; ALMEIDA-SANTOS, 2003; SALOMAO; DI-
BERNARDO, 1995; SANTOS-COSTA, 2000). De acordo com o Centro de Controle
de Intoxicacdes da unidade de emergéncia do hospital da USP, durante o periodo de
1995 a 2000, 46,5% dos acidentes ofidicos foram causados por serpentes
consideradas néo pegonhentas, mas apesar disso, na maioria das vezes, 0S
sintomas séo apenas locais e os danos geralmente causados pela agdo mecanica
da picada, sendo o tratamento constituido pela limpeza do local com agua, sabéo e
soro fisioldgico (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING, 2003).

2.3 DIVERSIDADE MICROBIANA EM SERPENTES E HUMANOS

Tanto o ser humano quanto os demais animais estdo expostos a inUmeros
micro-organismos presentes no ambiente. S8o incontaveis as células microbianas
coletivamente referidas como microbiota normal, que estdo normalmente distribuidas
na superficie cutdnea e mucosas e variam nas diferentes espécies de animais,
devido a diferencas fisiolégicas e anatdbmicas existentes entre elas (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004; TANNOCK, 1988; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). A
pele humana € constituida, na sua maioria, por bactérias Gram positivas, geralmente
restringindo-se a poucos géneros, incluindo espécies de Streptococcus e

Staphylococcus. A cavidade oral, também, € um habitat microbiano complexo
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variando entre as espeécies e o tipo de dieta do animal (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).

Embora ainda incipiente, é crescente o numero de estudos que visam
conhecer 0s micro-organismos associados as serpentes (ELLIE et al., 1981;
FONSECA et al., 2008; JORGE et al., 1990; SHEK et al., 2009;). Alguns desses
micro-organismos estdo associados a doencas em répteis e tem causado grande
mortalidade entre as serpentes e ainda outros podem ser transferidos para a vitima
durante o acidente ofidico, causando inflamacdo no tecido, aliados as atividades
necrosantes dos venenos de algumas serpentes (ANDRADE et al., 1989; FOWLER,
1986; GARG, 2009; JORGE; RIBEIRO, 1997; MARCUS, 1971; NISHIOKA et al.,
2000).

Dentre os géneros de bactérias que tem sido isoladas da cavidade oral de
serpentes podemos citar Proteus sp., Staphylococcus sp., Providencia sp.,
Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Morganella sp.,
Klebsiella sp., Escherichia sp., Citrobacter sp., Corynebacterium sp., Micrococcus
sp., Streptococcus sp., Enterobacter sp., Clostridium sp., Bacillus sp., Bulkolderia sp.
e Yersinia sp. (ELLIE et al., 1981; FONSECA et al., 2008; JORGE et al., 1990; SHEK
et al., 2009). A presenca destes micro-organismos reforga a importéncia das acgoes
de antissepsia nos tecidos apds o acidente com alguma serpente e o
acompanhamento da evolugdo do ferimento para evitar a instalacdo de uma
infecgao.

Alguns estudos bacteriolégicos mostrando isolados de abscessos e de tecidos
inflamados causados por picadas de serpentes ja foram publicados, e esses
mostraram uma grande semelhanga com aqueles micro-organismos isolados da
cavidade oral de alguns ofidios, sugerindo que eles possam ter sido inoculados na
vitima junto com o veneno (ANDRADE et al., 1989; NISHIOKA et al., 2000).

2.4 INFECCOES EM REPTEIS

Infeccdo refere-se a qualquer situagdo em que um micro-organismo
estabelece-se e cresce no interior do hospedeiro, sendo que esse ultimo pode ser
prejudicado ou ndo. Quando o hospedeiro é prejudicado nas suas fun¢des chama-se
de doencga, que pode ser causada pela microbiota normal do hospedeiro quando
esse estiver com resisténcia comprometida (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
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2004). Essas infecgbes podem ter origem endogena, quando causadas pela
microbiota normal do préprio hospedeiro e, exdgena, quando causadas por agentes
que atingem o hospedeiro a partir de um reservatorio ou fonte externa (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008).

Em répteis, as infeccbes bacterianas sdo comuns, especialmente em
espécies criadas em cativeiro, tanto as utilizadas como animais de estimacdo como
em estudos laboratoriais e causam uma alta mortalidade nesses animais (FOWLER,
1986; MARCUS, 1971). Entre as infec¢cdes bacterianas mais comuns estd a
estomatite, que ocorre na mucosa oral e € caracterizada por ulceracdo, sendo mais
frequentemente associada a serpentes do que lagartos. Abscessos cutaneos e
subcutaneos também sédo comuns e Aeromonas hydrophila tem sido isolada dessas
infecgOes, apesar de fazer parte da microbiota normal desses animais (FOWLER,
1986; MARCUS, 1971). Pneumonia ocorre muito frequentemente em répteis e é
responsavel por um numero consideravel de mortes. Muitos micro-organismos
podem causar infec¢cdo pulmonar e Aeromonas hydrophila tem sido isolada nesses
casos, principalmente em serpentes (MARCUS, 1971).

Muitos animais séo capazes de transmitir doengas infecciosas ao homem,
mas essa transmissé@o pode ser atenuada devido aos cuidados veterinarios com 0s
animais domésticos, situacdo cada vez mais comum, ja que possuem maior contato
com humanos. Por outro lado, essa condicdo é diferente com relacdo aos animais
selvagens, ja que ndo podem contar com cuidados veterinarios rotineiros. Sendo
assim, quando ha interagdo com esses animais, os cuidados devem ser redobrados
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

2.5 Philodryas patagoniensis Girard, 1858

O género Philodryas Wagler, 1830 € composto por 17 espécies com ampla
distribuicdo geografica na América do Sul, 13 das quais ocorrem no Brasil
(BERNILS, 2010; UETZ, 2010). Philodryas patagoniensis Girard, 1858 (Figura 1),
conhecida popularmente como papa-pinto, possui ampla distribuicdo geogréfica,
ocorrendo desde o Nordeste até o sul do Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e
Uruguai (PETERS & OREJAS-MIRANDA, 1970), sendo muito comum no litoral do
Rio Grande do Sul (OLIVEIRA, 2005; PONTES, 2007). Possui porte mediano

atingindo cerca de 1400 mm de comprimento total, habitos terricolas e denticdo
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opistoglifa (HERPETOLOGIA UFRGS, 2010). A espécie é caracterizada por possuir
hébito alimentar generalista, sua dieta inclui vertebrados de pequeno porte como
peixes, anfibios, anfisbenas, lagartos, serpentes, aves e roedores, sendo os anfibios
anuros a categoria de presa mais consumida (PONTES, 2007). E agressiva e,
guando acuada, pode achatar o corpo dorso-ventralmente, desferir botes e morder
com agilidade (HERPETOLOGIA UFRGS, 2010). Possui atividade diurna, que no
litoral do Rio Grande do Sul varia ao longo do ano (PONTES, 2007). Nos meses
mais quentes, os individuos podem ser encontrados no inicio da manha e final da
tarde, nos meses mais frios sua atividade fica restrita ao periodo mais quente do dia
(OLIVEIRA, 2005; PONTES, 2007).

Apesar da pouca investigacao quanto aos venenos de serpentes opistoglifas,
alguns trabalhos tem sido realizados a partir do isolamento de toxinas e outras
substancias presentes no veneno de individuos do género Philodryas a fim de se
conhecer mais sobre as atividades dos mesmos no metabolismo da vitima de
acidente ofidico e também sua composigdo (LOPES, 2008).

Apesar de ser considerada uma espécie ndo-peconhenta, acidentes ofidicos
envolvendo a espécie Philodryas patagoniensis tem sido relatados e em alguns
casos, apresentando importante quadro clinico, mas na maioria das vezes as
manifestacbes clinicas sdo apenas locais e descritas como dor, sangramento e
edema (ARAUJO; SANTOS, 1997; MEDEIROS, 2010; NISHIOKA; SILVEIRA, 1994;
SILVEIRA; NISHIOKA, 1992). Apesar disso, estudos relacionados ao veneno da
espécie mostram uma semelhangca com a peconha bothropica no que diz respeito as
acdes e atividades, como inducdo de edema bem pronunciado ja nos primeiros

minutos, hemorragia e inflamacgéo (LOPES, 2008).
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Figura 1. Foto de exemplar de Philodryas patagoniensis encontrada em uma regiéo
de dunas na localidade Magistério, Rio Grande do Sul, Brasil.
Fonte: Autor, 2011.

2.6 Xenodon dorbignyi Duméril, Bibron & Duméril, 1854

O género Xenodon é composto por 11 espécies que se distribuem do sul da
América do Sul até o México, nove das quais ocorrem no Brasil (BERNILS, 2010;
UETZ, 2010).

Xenodon dorbignyi Duméril, Bibron & Dumeéril, 1854, conhecida popularmente
como cobra-nariguda, devido a forma modificada do escudo rostral, ocorre no sul do
Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (LEMA, 1994). Comum em ambientes
arenosos, X. dorbignyi foi a espécie mais encontrada no litoral do Rio Grande do Sul
em uma regido de dunas onde a vegetacdo é escassa (OLIVEIRA, 2005). Espécie
terricola de porte mediano, podendo atingir cerca de 600 mm de comprimento e
denticdo aglifodonte (OLIVEIRA, 2005). Alimentam-se principalmente de anfibios
anuros, podendo predar também lagartos e seus ovos (OLIVEIRA et al., 2001). Ndo
costumam morder quando manuseadas, mas podem assumir atitudes intimidativas
como falsos botes, triangulacdo da cabec¢a, movimentos erraticos e display da cauda
(Figura 2) (TOZETTI; OLIVEIRA; PONTES, 2009). X. dorbignyi apresenta coloracao

dorsal parda, com manchas escuras no dorso e lados do corpo. A regido ventral é
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avermelhada. Devido a coloracao dorsal (Figura 2), esta espécie é frequentemente
confundida com as jararacas (Bothrops spp) (HERPETOLOGIA UFRGS, 2010).

Figura 2- Foto de exemplar da espécie Xenodon dorbignyi exibindo display da cauda,
encontrada em uma regido de dunas na localidade Magistério, Rio Grande do Sul, Brasil.
Fonte: Autor, 2011.

2.7 AREA DE ESTUDO

O Rio Grande do Sul possui uma extensa planicie costeira, com cerca de 610
km de comprimento, atingindo até 120 km de largura, estendendo-se desde Torres,
ao norte, até o Arroio Chui, ao sul (VILLWOCK, 1994). Essa estreita e diversificada
faixa ambiental chamada Planicie Costeira rio-grandense corresponde a parte
emersa da bacia sedimentar de Pelotas e é formada pela faixa entre o escudo e a
linha marginal as lagunas litoraneas, pelas restingas do Rio Grande e Sao José do
Norte e pelas grandes depressdes lacustre-lagunares (VIEIRA; RANGEL, 1988).

A Planicie Costeira do Rio Grande do Sul formou-se durante o periodo
quaternario pela justaposicéo lateral de quatro sistemas deposicionais denominados
sistemas barreira-laguna I, Il, 11l e IV. A sobreposi¢éo destes sistemas foi controlada

pelas agbes de transgressdo e regressdo do nivel do mar, por esse motivo o
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ambiente €& composto por sucessdes entre depdsitos marinhos e lagunares
(VILLWOCK, 1994).

Segundo o Programa de Gerenciamento Costeiro da FEPAM (GERCO), o
litoral do Rio Grande do Sul esta divido em trés setores: Litoral Norte, Litoral Médio e
Litoral Sul. O Litoral Norte é composto por 19 municipios e apresenta uma linha de
costa com cerca de 136 km de extensao. Limita-se ao Sul pelo Balneario Pinhal, ao
norte pelo Rio Mampituba (FEPAM, 2007). Os municipios que integram o litoral norte
possuem suas atividades econémicas basicamente voltadas para o turismo (FEPAM,
2007), por isso, sdo sérios os problemas ambientais na regido, principalmente no
verdo, onde a superpopulacdo gera grandes volumes de lixo e esgoto. Outro
problema comum € a ocupacdo urbana desordenada, onde a populacdo invade as
areas de dunas com constru¢des ndo apropriadas. A destruicdo das dunas acarreta
prejuizos como o favorecimento do avangco do mar durante as tempestades,
aumentando os danos materiais (VILLWOCK, 2009).

O litoral norte (Figura 3) possui paisagem de rara beleza fornecendo suporte a
muitos ecossistemas. Esse cenario € marcado por sucessdes de cristas e pequenos
terracos arenosos intercalados por depressdes formando lagos e lagunas
(VILLWOCK, 2009). O regime de ventos caracteristicos da regido favorece a
formacéo de campos de dunas edlicas (TOMAZELLI et al., 2008), esses campos sdo
formados por mantos mais espessos de dunas coalescentes, de alturas variaveis
(VIEIRA; RANGEL, 1988). Um campo de dunas moveis bem desenvolvido pode ser
observado ao longo do municipio de Cidreira, com largura variavel entre 2 e 8 Km e
se estendendo praticamente em toda a linha de costa (VILLWOCK, 2009).

Com relagdo a vegetagdo, € importante mencionar que o fator vento imprime
feicbes marcantes, fazendo com que as copas das arvores e arbustos da vegetagao
das matas de restinga arenosas mais frontais se moldem na diregdo dos mesmos. O
xeromorfismo € marcante na vegetagdo psamofila, verificando-se a presenca de
folhas reduzidas, lustrosas na face superior, coridceas, com aculeos e espinhos
(BRACK, 2006).



Figura 3- Mapa de localizacéo do Litoral Norte do Rio Grande do Sul.
Fonte: FEPAM, 2007.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a realizacéo deste trabalho foram feitas coletas no periodo entre outubro
de 2011 a janeiro de 2012. As amostras foram obtidas em uma regido de dunas da
localidade Magistério, municipio do Balneario Pinhal, situado na Planicie Costeira do
Litoral do Estado do Rio Grande do Sul, e segundo o Programa de Gerenciamento
Costeiro (GERCO) da FEPAM, limita ao sul a area considerada como Litoral Norte
do RS.

3.1 LOCAL

Para a obtencéo das amostras o presente estudo realizou-se em uma regido
de dunas em Magistério (30°21'S; 050°17'W) (Figura 4). A area possui 333 ha, e
localiza-se cerca de 1000 m do oceano Atlantico, proximo as lagoas da Cerquinha e
Rincdo das Eguas. Compreende uma regido de dunas moveis intercaladas por
pequenas depressfes Umidas, que ficam alagadas nos periodos de pluviosidade
elevada. A vegetacéo € escassa, ndo superior a 5%, e podem ser encontradas em
abundancia espécies de gramineas (Figura 5) como Panicum racemosum
(WAECHTER, 1985). Proximo as lagoas ocorrem alguns banhados permanentes e
areas com vegetacdo densa, composta principalmente por juncos e gramineas
(OLIVEIRA, 2005).
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Figura 4 — Imagem de satélite da area de estudo localizada em Magistério, proximo
as lagoas Cerquinha e Rincdo das Eguas. Fonte: Google Earth.

Figura 5 — Fotos da area de estudo, localidade Magistério. Regido de dunas com
locais de vegetacéo densa (direita) e escassa (esquerda).
Fonte: Autor, 2011.

3.2 COLETA DO MATERIAL

Para a obtencdo dos 18 exemplares de serpentes distribuidos entre as
espécies Philodryas patagoniensis e Xenodon dorbignyi, analisadas no presente
estudo, foram realizadas saidas de campo semanais a area de estudo, cada uma
com duragdo aproximada de trés horas. Foi utilizado o método de procura visual

para localizacdo das serpentes. Uma vez localizados, os individuos foram
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capturados manualmente, medidos (Figura 6. B) e sexados e logo apos, procedida a

coleta das amostras com suabe.

Figura 6 — Fotos durante procedimentos de marcacdo e medicdo em exemplar de
Philodryas patagoniensis. (A) Corte da escama ventral. (B) Medi¢cdo do comprimento rostro-
cloacal.

Fonte: Autor, 2011.

As amostras foram coletadas em campo tocando um sudbe estéril na
cavidade oral das serpentes em regido localizada préxima aos dentes. Logo apds a
coleta, o material foi armazenado em meio de transporte Stuart para o deslocamento
até o laboratério. Entre o periodo de coleta da amostra e o inicio da inoculacao, a
mesma foi mantida em temperatura ambiente durante 24 h. Apds a coleta das
amostras, os individuos foram marcados através do corte da escama ventral (Figura
6. A), de forma a permitir o reconhecimento individual e garantir a independéncia das
amostras, uma vez que apenas uma amostra de cada individuo sera incluida na
analise.

Para garantir a seguranca dos envolvidos durante a pesquisa, foram adotadas
algumas medidas com relacdo ao manuseio dos animais, objetivando ndo causar
danos tanto nas serpentes quanto ao ambiente e as pessoas. Para isso, a
contencdo dos animais durante a obtengéo das coletas foi realizada por profissional
em Zoologia e foi exigida a utilizacdo de luvas por todos os envolvidos, bem como o
uso de roupas apropriadas para a procura de serpentes em campo. Para auxiliar na
abertura da cavidade oral das serpentes, durante a passagem do suabe, foi utilizada

pinca metalica, desinfetada antes e depois do processo com alcool 70%.
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3.3 METODOS LABORATORIAIS

Para que as amostras fossem cultivadas e tivessem um namero de col6nias
favoravel para a contagem, foram realizadas diluigcdes a fim de diminuir o nimero de
bactérias no inoculo. Assim, o suabe foi colocado em um tubo contendo 2 ml de
solucdo salina e suspenso por um minuto em agitador de tubo tipo vortex. Apos esse
procedimento, pipetou-se 1 ml desse fludo em 9 ml de solucdo salina,
homogeneizou-se e entdo foi retirado 1 ml e transferido para outro tubo com mesma
solucdo (9 ml de salina) e assim mais uma vez, obtendo as diluicdes 1/10, 1/100 e
1/1000. De cada diluicdo, foram inoculados 100 microlitros da solugdo em Agar
sangue (carneiro desfribinado 5%), pelo método de espalhamento, em duplicata.
Apbs esse procedimento, o material foi incubado a 37°C por 48 h.

Apdés a incubacdo, foram realizadas a quantificagdo do numero total de
colbnias, e a caracterizac@o de coldnias com caracteristicas morfolégicas diferentes.
Para isso, foram observadas caracteristicas como forma, elevacdo, bordos,
pigmentacao e consisténcia. Colénias com morfologias distintas foram repicadas em
agar sangue. Para cada colénia diferente foram realizados dois isolamentos
consecutivos a fim de obter colbnias puras. Depois da obtencdo de cepas isoladas
foi executado novo isolamento em Agar triptose de soja (TSA) para verificar a
necessidade ou ndo de sangue no cultivo. A proxima etapa consistiu em semear
cada cepa em Agar TSA ou sangue inclinado para a manutencdo das mesmas e
para proceder ao congelamento (- 20°C) destas cepas em criotubos contendo leite

desnatado 10%.

3.3.1 Quantificacdo das Unidades Formadoras de Colbnias

Para cada amostra foi determinado o nimero de Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC). Para isso foi realizado o célculo a partir das diluicdes realizadas e a
contagem do numero de colbnias observadas em cada diluicdo. Foram utilizadas
para a contagem placas que possuiam numero de colénias entre 30 a 300. O
namero total de UFC foi calculado como segue: nimero de colénias na placa,

multiplicado pela diluicdo da amostra utilizada para a contagem.
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3.3.2 Identificagéo dos isolados bacterianos

Para realizar a identificacdo das cepas isoladas foram necessarias, além das
etapas iniciais descritas acima, a realizacdo de coloragdo pelo método de Gram e
provas bioquimicas. A partir da coloracdo de Gram foram analisadas as
caracteristicas morfolégicas celulares dos isolados. As provas bioquimicas foram
realizadas seguindo a chave de identificacdo de bactérias e provas bioquimicas
segundo MacFaddin (2000), sédo elas: crescimento em Agar MacConkey, testes da
Catalase, oxidase, Oxidagédo e fermentagdo da glicose (O/F), reducédo do nitrato e
SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 18 amostras provenientes da cavidade oral de duas
espécies de serpentes em seu ambiente natural, sendo 11 dessas amostras
provenientes de Philodryas patagoniensis e 7 oriundas da espécie Xenodon
dorbignyi, durante o periodo de outubro de 2011 a janeiro de 2012.

Todas as amostras obtidas no presente estudo apresentaram crescimento
bacteriano. Os grupos de micro-organismos encontrados foram comparados aos
poucos trabalhos que tém se dedicado ao isolamento e identificacdo das bactérias
associadas a esses animais e as infec¢des causadas por acidentes ofidicos, assim
como trabalhos que associam os géneros de bactérias encontrados com infec¢des

em humanos e, portanto, utilizados para discutir os resultados encontrados.
4.1 QUANTIFICACAO DAS BACTERIAS

A carga microbiana total das amostras quantificadas variou entre 2,4 x 10?
UFC/ ml a > 3 x 10° UFC/ ml (Tabela 1). Sendo que, as amostras provenientes da
espécie P. patagoniensis variaram entre 2,4 x 10° UFC/ ml a > 3 x 10°> UFC/ ml e das
amostras de X. dorbignyi variaram entre 2,5 x 10* a > 3 x 10° estimado.. Algumas
amostras ndao puderam ser quantificadas devido ao alto crescimento de colonias,
apresentando muitas delas sobrepostas. A diluicdo 1/ 1000 foi a que melhor
apresentou uma quantidade adequada para a contagem (entre 30 e 300 col6nias),
mas ainda assim algumas amostras ndo puderam ser quantificadas. Quando a
amostra apresentou um grande numero de colbnias e elas ndo puderam ser

guantificadas foi atribuido um namero estimado (acima de 300 colbnias) (Figura 7).
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Figura 7 — Exemplo de crescimento bacteriano apds as diluicbes seriadas das
amostras coletadas da cavidade oral das serpentes. Amostra proveniente da serpente X.
dorbignyi . Cultivos em Agar Sangue de carneiro (5%). (A) diluicao 1/10. (B) Diluicédo 1/100.
(C) Diluigéo 1/1000.

Fonte: Autor, 2011.

Tabela 1- Carga microbiana de amostras da cavidade oral de duas espécies de
serpentes brasileiras, em uma regido de dunas em Magistério, RS.

Espécie N° amostra UFC*/ ml
Philodryas patagoniensis 1 2,36 x 10°
Philodryas patagoniensis 2 > 3 x 10° estimado
Philodryas patagoniensis 3 2,4 x 10°
Philodryas patagoniensis 4 2,8 x 10°
Philodryas patagoniensis 5 > 3 x 10* estimado
Philodryas patagoniensis 8 > 3 x 10° estimado
Philodryas patagoniensis 9 2,2x10°
Philodryas patagoniensis 14 1,6 x 10°
Philodryas patagoniensis 15 > 3 x 10° estimado
Philodryas patagoniensis 17 1,8 x 10°
Philodryas patagoniensis 18 8 x 10"

Xenodon dorbignyi 6 2,5 x 10*
Xenodon dorbignyi 7 > 3 x 10* estimado
Xenodon dorbignyi 10 9,6 x 10"
Xenodon dorbignyi 11 > 3 x 10° estimado
Xenodon dorbignyi 12 8,3 x 10*
Xenodon dorbignyi 13 > 3 x 10° estimado
Xenodon dorbignyi 16 > 3 x 10° estimado

* Unidades formadoras de colbnias

4.2 CARACTERIZAGAO E IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

Apés o isolamento e a obtencgdo de coldnias puras, obteve-se um total de 34
isolados bacterianos. Esses foram numerados a partir da amostra ao qual foram
provenientes e codificados com uma letra para diferencia-los entre as colbnias de
uma mesma amostra, sendo eles: 1B, 1C, 1E, 2A, 3A, 4A, 5A, 5B, 6A, 7A, 8A, 8B,
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9A, 10A, 10C, 10E, 11A, 11B, 11J, 12A, 12l, 12G, 13A, 13B, 14B, 14B’, 14D, 15A,
16A, 16E, 17A, 17B, 18A E 18B. Para a identificacdo dos isolados foi adotada a
chave de identificagdo de MacFaddin (2000).

Todos os isolados foram positivos para o teste de catalase. Quanto a
morfologia, as colénias apresentaram caracteristicas variadas, a partir das
observacdes da forma, elevacdo, bordos, transparéncia e pigmentacdo, como
exemplificado na Figura 8, sendo dispostas na Tabela 2, juntamente com a
morfologia celular, reacdo ao método de Gram e o numero de identificacdo do

isolado.

Figura 8 — Aspecto das colbnias do isolado 1B cultivado em Agar sangue de carneiro
(5%), circular, espraiada, bordos ondulados, opaca, fosca, branca.
Fonte: Autor, 2012.

Foram encontrados cocos e bacilos Gram positivos e ainda bastonetes Gram
negativos. Esses dUltimos foram os mais frequentes, ocorrendo em 68% das
amostras analisadas. Os bacilos Gram negativos tem sido indicados como principais
agentes etiolégicos de enfermidades em serpentes e ainda associados como
patégenos secundarios em infeccdes virais nesses animais (CUBAS; SILVA; DIAS-
CATAO, 2006; MITCHELL; DIAZ-FIGUEROA, 2005). Em humanos, esse grupo
possui destaque fazendo parte da microbiota normal e podendo ocasionar infec¢des
em ferimentos (HARVEY; CHAMPE, FISHER, 2008).
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Tabela 2 — Caracteristicas celulares, de morfologia de colénia e seus respectivos géneros dos isolados bacterianos de serpentes coletadas em
regido de dunas em Magistério, RS.

Morfologia Colonial

Morfologia Forma Elevagdo Bordos Transparéncia Brilho Pigmentacéo
Celular
" ©
-8 o — _cg ] -8 % o ©
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Assim como no presente estudo, Shek et al. (2009) observaram um maior
ndamero de bactérias Gram negativas fazendo parte da microbiota oral de duas
espécies de serpentes na China (Naja atra e Trimeresurus albolabris). Também,
Jorge et al. (1990) isolaram bacilos Gram negativos na maioria de suas amostras
provenientes da cavidade oral, presas e veneno de Bothrops jararaca, sendo que
antes dele Andrade (1989) j& havia encontrado, em maior frequéncia, bacilos gram-
negativos em abcessos de pacientes vitimas de acidentes ofidicos causados por
jararaca (género Bothrops), sugerindo uma possivel fonte de infec¢éo. J& Fonseca
et. al. (2008), analisando a microbiota oral de serpentes de cativeiro no Brasil,
encontraram maior frequéncia de bactérias Gram positivas em suas amostras. Entre
as espécies analisadas pelo autor, esta presente o género Philodryas representado
pela espécie P. natteresi (Steindachner, 1870), na qual foram encontradosbacilos e
cocos Gram positivos e também bacilos Gram negativos.

No presente estudo, a classificagdo dos isolados bacterianos de acordo com
género foi possivel para Aeromonas sp., Microbacterium sp., Bacillus sp.,
Micrococcus sp. e Proteus sp. (Tabela 2). Os géneros de bactérias isoladas em cada
espécie de serpente estdo sumarizados na tabela 3. Proteus sp. foi encontrada
somente em amostras oriundas da espécie P. patagoniensis. Com exce¢do de
Microbacterium sp., os géneros encontrados no presente estudo ja foram isolados
da cavidade oral de serpentes. Micrococcus sp. e Proteus sp.ja foram isolados em
serpentes chinesas, assim como Bacillus sp. em cascavéis no Brasil. Do mesmo
modo, Aeromonas sp. ja foi observada em amostras provenientes de serpentes do
género Thamnophis, conhecidas como “Garter Snakes” e também em Naja atra e
Trimeresurus albolabris. (FERREIRA-JUNIOR et. al, 2009; GOLDSTEIN et. al, 1981;
SHEK et. al, 2009).

Tabela 3. Géneros de bactérias isoladas em duas espécies de serpentes de dunas
na praia Magistério, RS.

Espécie de serpente Géneros de bactérias isoladas

Philodryas patagoniensis Microbacterium  sp., Aeromonas  sp.,
Bacillus sp., Micrococcus sp. e Proteus sp..
Xenodon dorbignyi Microbacterium  sp., Aeromonas  sp.,

Bacillus sp.e Micrococcus sp.
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4.3 Proteus sp.

Proteus sp. € um bacilo Gram negativo movel, apresenta um crescimento
caracteristico de suas colénias em forma de véu, espalhando-se por toda a placa
(Figura 9), além disso seu cultivo possui um forte odor de putrefacdo. Considerado
colonizador do corpo humano e patégeno oportunista (HARVEY; CHAMPE, FISHER,
2008; MACFADDIN, 2000), é frequente a sua associacdo com infeccbes em
ferimentos cutédneos, como os relatados por Archibald & Jarvis (2011) e, ainda, em
feridas de pacientes pés-cirtrgicos (LEIGH, 1981; YALQIN et al., 1994) Twum-
Danso et al.(1992) isolando amostras provenientes de feridas cirurgicas, afirmaram
que a probabilidade de Proteus sp. estar associado a essas infec¢des é de 79%.

De acordo com Macfaddin (2000) sdo descritas quatro espécies patogénicas
para o0 homem e que estdo associadas a infec¢des: P. mirabilis, P. mixofaciens, P.
rettgeri, P. rustigianii e P. stuartii. GARG et al. (2009) registraram Proteus sp. em sua
revisdo sobre infec¢des secundarias causadas por picadas de serpentes, durante os
anos de 2003 e 2008, na india. Também Andrade (1989) isolou Proteus sp. de
abscessos causados por acidentes com jararacas (Bothropos jararaca). Assim como
Proteus tem sido associado a infec¢gdes em humanos, também pode ser considerado
importante causador de doencas infecciosas em ofidios, entre elas podem ser
citadas estomatites, abscessos cutaneos e pneumonias (CUBAS; SILVA; DIAS-
CATAO, 2006; COUTINHO et al., 2001; FOWLER, 1986; SCHUMACHER, 2003).

O género Proteus ja foi encontrado na cavidade oral de jararacas (Bothrops
jararaca), cascaveis (Crotalus sp.), “Garter Snakes” (género Thamnophis) e em
cobras chinesas (Naja atra e Trimeresurus albolabris) (FERREIRA-JUNIOR et al.
2009; GOLDSTEIN et al. 1981; JORGE et al. 1990; SHEK et al. 2009).
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Figura 9 — Crescimento de colbnias de Proteus sp. em Agar sangue de carneiro (5%)
de amostra proveniente da serpente P. patagoniensis.
Fonte: Autor, 2011.

4.4 Aeromonas sp.

Aeromonas sp. € um grupo de bacilos Gram negativos de vida-livre que
podem ser encontrados na agua, solo, alimentos a base de peixe e isolados de
alguns grupos de animais como répteis, anfibios, sanguessugas e alguns passaros.
Possuem a habilidade de crescer bem e produzir toxinas como citotoxinas,
enterotoxinas e proteases, essa Ultima causa danos teciduais e ajuda no
estabelecimento de infeccdes. Além disso, produzem vérias adesinas que permitem
a aderéncia na superficie epitelial (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Esse grupo tem
sido associado a uma grande variedade de infecgbes ocorridas em humanos,
indicando que esses organismos possuem importante potencial patogénico
(JOSEPH et. al. 1979).

Infeccdes cutaneas tem sido associadas a Aeromonas sp, sendo que
Carnahan et. al. (1989) isolaram o género de amostras provenientes de infec¢des
em feridas localizadas nas pernas de dois pacientes atendidos em um hospital de
Baltimore. Outro estudo destacou o género Aeromonas sp., isolando-o de pacientes
vitimas de queimaduras na pele com posterior infec¢do (KIENZLE; MULLER; PEGG,
1999), mas, de um modo geral estdo associados a lesdes na pele e o posterior
contato com o solo e agua de rios ou lagos (GOLD; SALIT, 1993) . Geralmente, essa

infecgdo é localizada e manifesta-se poucas horas ap0s a contaminagdo, mas em
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alguns casos pode expandir e evoluir para necrose tecidual (GOLD; SALIT, 1993;
JOSEPH, et. al, 1979).

Em ofidios, as infec¢gbes causadas por Aeromonas sp. tem se destacado e o
género vem sendo considerado o mais importante grupo de patdégeno, causando
uma alta mortalidade entre as serpentes. Entre as doengas infecciosas em répteis
causadas por Aeromonas sp., podem ser destacadas as estomatites e enfermidades
ligadas ao trato respiratério (CUBAS; SILVA; DIAS-CATAOQ, 2006; FOWLER, 1986;
MARCUS, 1971; SCHUMACHER, 2003). Assim como neste trabalho, Aeromonas
sp. ja foi isolado por Goldstein (1981) em suas amostras da orofaringe de serpentes
do género Thamnophis e por Shek et al. (2009) com amostras oriundas de cobras

chinesas.

4.5 Micrococcus sp.

Micrococcus sp. sdo cocos Gram positivos que podem apresentar arranjos em
pares, tétrades ou cachos irregulares (MACFADDIN, 2000). O género compreende
as espécies M. luteus e M. lylae. De maneira geral, esse grupo é encontrado no
meio ambiente e transitoriamente na pele do ser humano, mas normalmente, ndo
estdo associados a infeccbes (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
Micrococcus sp. ja foram isolados em amostras oriundas da cavidade oral de
serpentes por Shek et al. (2009), assim como em cascavéis de vida livre e de

cativeiro por Ferreira-Junior (2009) em Sao Paulo.

4.6 Bacillus sp.

Bacilos gram-positivos (Figura 10) e formadores de esporos, o género Bacillus
compreende mais de 50 espécies que podem ser encontradas, em sua maioria, no
solo e na agua (HARVEY; CHAMPE, FISHER, 2008). A espécie mais conhecida
desse grupo é o B. antrhacis, desde 1887 como causador do antraz ou carbunculo
(doenca que pode ser cutdnea ou pulmonar). Outra espécie, B. thuringiensis, é
utilizada na agricultura, pois produz uma toxina letal para certas espécies de insetos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008), mas, esta espécie também pode ser associada a
infeccdes de pele, pois ja foi isolada por Damgaar et. al. (1997) em infec¢Bes de

ferimentos causados por queimaduras, assim também como Talan et al. (1999), que
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isolaram espécies de Bacillus de abscessos causadas por mordida de gatos e
cachorros em Los Angeles. Assim como no presente estudo, espécies deste género
ja foram isoladas, por Shek et al. (2009), em amostras provenientes da orofaringe de

serpentes da espécie Trimeresurus albolabris, conhecidas como “viboras bamboo”.

N

Figura 10 - Bacilo gram-positivo do género Bacillus visualizado em microscopio
Optico, encontrado na cavidade oral de serpentes na localidade Magistério, RS.
Fonte: Autor, 2012.

4.7 Microbacterium sp.

Os micro-organismos incluidos no género Microbacterium sdo bacilos Gram
positivos irregulares que geralmente apresentam pigmentacdo amarela em suas
colonias e normalmente sdo isolados de fontes ambientais, incluindo o solo e
detritos (FUNKE; FALSEN; BARREAU, 1995; TANG et al., 2000). No entanto,
apesar de apresentar baixa frequéncia, tem sido relatado o isolamento desse grupo
em amostras clinicas associados a infecgbes pulmonares e pos-cirirgicas
(GIAMMANCO et al, 2006; PALANCA et al., 2008), os isolados sao geralmente
obtidos ap6s exame sanguineo, como ja relatado em paciente com leucemia por
Laffineur et al. (2003).
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5 CONCLUSAO

As duas espécies de serpentes analisadas no presente estudo (Philodryas
patagoniensis e Xenodon Dorbignyi) apresentaram uma grande quantidade de
bactérias presentes em sua cavidade oral, principalmente bacilos gram-negativos,
constituindo mais da metade dos isolados. Entre os géneros de bactérias isoladas
neste trabalho estdo Aeromonas sp., Bacillus sp. e Proteus sp., 0s quais tém sido
associados a infeccdes de pele em humanos e, com excegdo de Bacillus sp.,
também a doencas infecciosas em serpentes. Assim, pode-se dizer que a cavidade
oral dessas duas espécies de ofidios abrigam micro-organismos patégenos tanto
para a propria serpente guanto para o homem, que pode ser contaminado durante o
acidente ofidico. Esse ultimo, principalmente por P. patagonienis ja que possui
comportamento agressivo e ha relatos de acidentes com importantes manifestacdes
clinicas. O efeito necrosante das secrecfes dessa espécie descrito por alguns
autores como Lopes (2008) e Peichoto (2004) apontam uma grande semelhanca
com aquele encontrado nas jararacas (Bothrops sp.), 0 que aumenta as chances de
infecgbes no local da picada.

A identificagdo das principais bactérias que constituem a microbiota oral de
serpentes é de grande importancia, pois, além de auxiliar no tratamento médico,
guando necessario, no caso de acidentes ofidicos, é relevante para o diagnéstico de
infecgbes que acometem esses animais, tanto em cativeiro, devido ao stress gerado
nesses ambientes, como em ambiente natural, ja que o conhecimento das bactérias
envolvidas em um processo de infeccdo propicia ao clinico, uma escolha inicial de
um antibiético com melhor margem de acerto, mesmo antes dos resultados de
cultura e antibiograma.

Por isso, é necessario que mais estudos sejam realizados a fim de conhecer a
microbiota oral de serpentes, jA que, principalmente no Brasil, sGdo escassos 0s
trabalhos com esse objetivo e 0s existentes analisaram a microbiota de serpentes
em cativeiro, ao contrario deste estudo, onde as amostras foram obtidas no

ambiente natural destas espécies.
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