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Resumo
Salmonella spp. € uma bactéria presente na microbiota intestinal normal de répteis. Podendo
ocasionar doenca clinica e morte, principalmente em momentos pos-estresse. No presente
trabalho realizou-se um estudo retrospectivo em busca de casos diagnosticados como
salmonelose em serpentes, entre 2011 e 2018 no Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Ap6s consulta dos protocolos de necropsia,
foram agrupados 51casos de necropsias de serpentes, dos quais seis casos apresentavam
diagnostico conclusivo de salmonelose e outros quatro casos demonstraram lesdes
compativeis, com a condicdo. Nisso, a presenca de Salmonella spp. nas lesdes foi confirmada
por imuno-histoquimica (IHQ), totalizando, assim, 10 casos (19,6%). Esses casos foram
reavaliados e as lesdes caracterizadas por sua morfologia. Todas as serpentes eram de
cativeiro do género Bothrops, sendo quatro B. jararaca, trés B. pubescens e trés B. alternatus.
Seis eram fémeas e quatro machos. Em relacdo a idade, sete eram adultas e em trés casos a
idade ndo constava no laudo. As lesdes mais frequentes foram magreza excessiva (8/10),
hepatite fibrinonecrética e/ou granulomatosa (8/9), enterocolite fibrinonecrotica e/ou
granulomatosa (8/9); miocardite necrotica e heterofilica (2/10), pancreatite fibrinonecrotica ou
granulomatosa (2/5), osteomielite fibrinoheterofilica (1/10), pericardite fibrinosa e
piogranulomatosa (1/10) e esplenite granulomatosa (1/6). Em seis casos houve isolamento de
Salmonella enterica, com sorotipificacdo das subespécies arizonae (3/6), diarizonae (1/6) e
houtenae (1/6), além do sorotipo Typhimurium (1/6). Nos casos sem isolamento, houve
imunomarcacao de Salmonella no intestino (3/4), figado (1/4) e coragdo (1/4). A salmonelose
mostrou-se uma doenca importante de serpentes do género Bothrops criadas em cativeiro no
Rio Grande do Sul, Brasil. As principais lesdes observadas foram hepatites e enterocolites
fibrinonecréticas e/ou granulomatosas. Salmonella enterica subsp. arizonae foi a subsespécie

mais frequente neste estudo.

Palavras-chave: Patologia de répteis, Bothrops spp. ,Salmonella, hepatite, enterite, imuno-

histoquimica.



Abstract
Salmonella spp. is a Gram-negative commensal bacteria of reptiles. Snakes may be

asymptomatic or manifest clinical disease and death, especially in post-stress moments. A
retrospective study was carried out in search of cases diagnosed as salmonellosis between
2011 and 2018 in snakes in the Veterinary Pathology Department of the Federal University of
Rio Grande do Sul. After consulting the necropsy protocols, 51 reports of snake necropsies
were found. Six cases had a conclusive diagnosis of salmonellosis and four other had
compatible lesions with the condition, whose presence of Salmonella spp. was confirmed in
the lesions by immunohistochemistry (IHC), thus totaling 10 cases (19.6% of the sample).
These cases were reevaluated and the lesions characterized by their morphology. All snakes
were from the Bothrops genus, being four B. jararaca, three B. pubescens and three B.
alternatus. As for sex, six were females and four males. Regarding age, seven were adults and
in three cases age was not included in the report. The most frequent lesions were wasting
(8/10), fibrinonecrotic and/or granulomatous hepatitis (8/9), fibrinonecrotic and/or
granulomatous enterocolitis (8/9); necrotic and heterophilic myocarditis (2/10),
fibrinonecrotic or granulomatous pancreatitis (2/5), fibrinoheterophilic osteomyelitis (1/10),
fibrinous and pyranranomatous pericarditis (1/10) and granulomatous splenitis (1/6). In six
cases, Salmonella enterica was isolated, with serotyping of the arizonae (3/6), diarizonae
(1/6) and houtenae (1/6) subspecies, in addition to the Typhimurium (1/6) serotype. In cases
without isolation, there was immunostaining of Salmonella in the intestine (3/4), liver (1/4)
and heart (1/4). Salmonellosis proved to be an important disease of captive bred snakes of the
Bothrops genus in Rio Grande do Sul State, Brazil. The main lesions observed were
fibrinonecrotic and/or granulomatous hepatitis and enterocolitis. Salmonella enterica subsp.

arizonae was the most frequent subspecies detected in this study.

Keywords: Reptile pathology, Bothrops spp., Salmonella, hepatitis, enteritis,

immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Serpentes

As serpentes pegonhentas no Brasil pertencem a familia Viperidae e Elapidae. Na
familia Viperidae estdo incluidos os géneros: Bothrops (cruzeira, urutu), responsaveis pelos
acidentes botropicos; o género Crotalus (cascavel), responsavel pelos acidentes crotalicos; e o
género Lachesis (surucucu, jacutinga), no qual provocam os acidentes laquéticos. A familia
Elapidae ¢ representada pelas serpentes dos géneros Micrurus, conhecidas popularmente
como corais ou corais-verdadeiras e sao responsaveis pelos acidentes elapidicos (BLANCO &
MELO 2014). Dentre esses acidentes, destacam-se os provocados por serpentes do género
Bothrops e Crotalus (AMARAL et al. 1985; TOKARNIA & PEIXOTO 2006; NOGUEIRA
2011; BLANCO & MELO 2014) e, embora raros, pelos géneros Lachesis e Micrurus
(BLANCO & MELO 2014). No Rio Grande do Sul, os acidentes botropicos sao
predominantes, no qual destacam-se as espécies Bothrops alternatus (cruzeira, urutu), B.
Jjararaca (jararaca) e B. neuwiedi (jararaca-pintada).

A identifica¢do das serpentes pode ser realizada através da morfologia das espécies.
Alguns aspectos morfologicos incluem: denti¢do, formato da cauda, presenca ou auséncia da
fosseta loreal e desenhos presentes no corpo. As serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis possuem denti¢do bem desenvolvida na por¢do anterior e superior do maxilar
(denticdo solendglifa). Ja as serpentes do género Micrurus demonstram denti¢ao proterdglifa,
ou seja, dentes pequenos na porcao anterior do maxilar superior. As serpentes peconhentas,
com excec¢do do género Micrurus, possuem a fosseta loreal, que ¢ um orificio presente entre
os olhos e a narina e funciona como um o6rgdo termorreceptor. A caracteristica da cauda
também ¢ diferente entre as espécies. O género Bothrops tem a cauda lisa na extremidade; o
género Lachesis possui a cauda lisa, porém com pequenas escamas ericadas na extremidade; o
género Crotalus possui um chocalho ou guizo na porcdo final da cauda; e as serpentes do
género Micrurus possuem a cauda arredondada e an€is coloridos brancos, vermelhos e pretos
(NOGUEIRA 2011; BLANCO & MELO 2014). Em relagdo aos desenhos exibidos pelo
corpo, a cruzeira (Bothrops alternatus) apresenta ganchos de telefones invertidos. No caso da
jararaca, sdo observados “V” invertidos ou “V” incompletos.

Acidentes ofidicos sdo comuns em humanos e animais domésticos em diferentes
partes do mundo e estdo relacionados a diversos fatores que incluem, principalmente, clima,
parametros ecologicos, biodiversidade, distribuicdo das serpentes peconhentas, densidade
populacional, atividades econdmicas e tipos de habitagdes (OTERO-PATINO 2009).

Essas serpentes estdo distribuidas por todo o territorio nacional, com algumas espécies
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concentradas em certas regides. As espécies Bothrops alternatus, B. jararaca e B. neuwiedi,
por exemplo, encontram-se nas regides Sul, Sudeste e em todos exceto a Amazonia; espécies
do género Crotalus sdo encontrados em todo o territério exceto zona litordnea e areas

florestais; e do género Micrurus, em todo o territorio nacional (Brasil 2009).

1.2.  Doencas de importéncia clinica na medicina de répteis em cativeiro

As afeccGes ndo-infecciosas mais frequentes em répteis sdo retencdes de ovos,
enfermidades nutricionais como hipovitaminose A e doenca osteometabdlica, traumatismos,
disecdise e gota Urica. As infecciosas mais frequentes sdo as infecgBes bacterianas
(pneumonias, estomatites, dermatites), dentre elas salmonelose, e ectoparasitoses (DOS
SANTOS & GALLI 2017).

Em serpentes, quadros clinicos de salmonelose sdao comumente associados a S.
Arizona, com uma prevaléncia de cerca de 78,8% de animais carreadores desse sorotipo
(CHIODINI & SUNDBERG 1981), principalmente os pertencentes a subespécie Ill,
(arizonae e diarizonae) (WARWICK et al. 2001; SCHROTER et al. 2004). Algumas das
lesBes descritas nesses animais sdo placas fibrinonecroticas amareladas e Ulceras em botdo em
intestino delgado e grosso, além de granulomas e necrose hepéatica multifocal (ZACHARY
2016). Pode ainda chegar a outros tecidos pela via hemat6gena, ou decorrente de trauma em
tecidos moles adjacentes, e ocasionar pneumonias, osteomielites, osteoartites, dermatites,
epicardites e miocardite granulomatosa, abscessos hepaticos e, raramente, estomatites. Os
principais sinais clinicos sdo anorexia, diarreia, perda de peso e letargia (FORNAZARI &
TEIXEIRA 2009; HARDT et al. 2016).

O diagnostico de salmonelose em répteis vivos é feito atraves de coletas de swabs
cloacais junto com a ocorréncia de sinais clinicos. O resultado positivo ndo é sinal
confirmatorio de infeccdo, ja que a bactéria faz parte da microbiota do animal. Resultado
negativo também ndo indica auséncia de infeccdo, pois a excrecdo da bactéria pode ocorrer de
forma intermitente. O tratamento nem sempre é indicado, pela alta frequéncia de resisténcia
antimicrobiana. Quando feito, alguns antibidticos indicados sdo quinolonas, cefalosporinas de
ultima geragdo, gentamicina e ampicilina associada a inibidores de beta-lactamases
(FORNAZARI & TEIXEIRA 2009).

1.3.  Caracteristicas gerais da Salmonella spp.
Salmonelose € uma doenca infectocontagiosa muito conhecida pelo potencial de

transmisséo por alimentos de origem animal, produtos agricolas ndo-processados e dgua néo-
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tratada. Acomete tanto animais quanto o homem, é distribuida mundialmente e tem caréater
zoondtico (FORNAZARI & TEIXEIRA 2009). As espécies de Salmonella spp. sdo bacilos
Gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A bactéria é aerobio, intracelular
facultativo, geralmente movel, com flagelos e ndo-formador de esporos. Ela é relativamente
resistente a varios fatores ambientais e apresentam a habilidade de proliferar em pH entre 7.0
e 7.5, temperatura entre 35° C a 43° C, demonstram atividade hidrica maior de 0,94 (BRASIL
2011).

S&o reconhecidas duas espécies atualmente (S. bongori e S. enterica), que sao
subdivididas pelo esquema Kauffmann-White em subespécies e sorotipos de acordo com a
combinacdo de seus antigenos sométicos O (parede celular), como os fosfolipidios,
lipopolissacarideos e lipoproteinas; H (flagelo), que tem como fun¢do motilidade, quimiotaxia
e fototaxia; e Vi (capsulares), responsaveis por proteger a bactéria da imunidade inata do
hospedeiro, impedir a opsonizacdo e aumentar a resisténcia de bactérias a acdo do sistema
complemento (SILVA 2012). Esse ultimo esté presente apenas nos sorotipos Typhi, Paratyphi
C e Dublin, que podem ou ndo expressa-lo. Atualmente existem cerca de 2579 sorotipos de
Salmonella spp., sendo 99,1% deles pertencente a espécie S. enterica (GRIMONT & WEILL
2007). Algumas sdo espécies especificas, como S. Gallinarum para aves, enquanto outras
podem infectar varios outros hospedeiros, como S. Typhimurium e S. Enteritidis
(CARVALHO et al. 2014). Em 2004 foi proposta uma nova espécie, a S. subterranea, isolada
em sedimento subterraneo de solo com baixo pH no Tennessee, EUA, apresentando 96,4% de
semelhanca com S. bongori (SHELOBOLINA et al. 2004).

Salmonella spp. € um patégeno oportunista pertencente a microflora dos animais, que
pode causar principalmente quadros gastrointestinais ou septicémicos (HARDT et al. 2016).
Os animais ainda podem ser portadores assintomaticos, sendo uma importante fonte de
infeccdo, e podem eliminar a bactéria em situacGes poOs-estresse. Essa migra pelo trato
gastrointestinal, e pode se aderir a enterdcitos e penetra-los, resistindo a fagocitose e causando
uma reacao inflamat6ria. Em alguns casos ha diarreia autolimitante com ou sem a presenca de
sangue, e lise das células. Além disso, a bactéria produz endotoxinas pelos lipopolissacarideos
(LPS), que causam lesdes vasculares (ZACHARY 2016).

1.4.  Potencial zoonotico dos repteis na transmissao de Salmonella spp.

Répteis sdo reservatdrios naturais de Salmonella spp.,e cerca de 16 e 92% de serpentes
podem ser infectadas (CHIODINI & SUNDBERG 1981). As subespécies associados com a
infeccdo sdo salamae, arizonae, diarizonae e houtnae (FORNAZARI & TEIXEIRA 2009). E
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considerada uma doenga zoonotica, possivelmente a mais importante em quel6nios em
cativeiro (JACOBSON 2007), com transmissdo para 0 homem através de contato direto com
fezes ou outras excrecdes (via de eliminacdo do agente). Pode estar presente em qualquer
superficie em contato com o animal, incluindo o recinto e roupas usadas pelo manipulador
(WARWICK et al. 2001).Criancas, idosos e individuos imunocomprometidos sdo os mais
susceptiveis, com casos nos Estados Unidos da América (EUA) e Europa de septicemia,
meningite e até mortes devido a salmonelose transmitida por répteis (SUSUKI et al. 2017,
BARANZELLI et al. 2017; GAVRILOVICI et al. 2017). Com a regulamentacdo e proibicdo
(no caso de testudines como tigres d’agua, cagados e jabutis, com carapagas menores do que
10 cm de comprimento) do comércio de répteis como pets, a ocorréncia dessa doenca tem
caido significativamente (COHEN et al. 1980).

1.5. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo descrever 0s aspectos macroscopicos, microscépicos
e microbiologicos dos casos de salmonelose em serpentes oriundas de necropsias realizadas
pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV -
UFRGS), no periodo de 2011 até 2018, bem como caracteriza¢cdo imuno-histoquimica para

auxilio no diagnostico.
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2. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foi realizado um levantamento de casos de salmonelose em
serpentes, registrados nos protocolos de necropsia e arquivo fotografico do Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), entre janeiro de
2011 a dezembro de 2018. Foram selecionadas as serpentes com diagnéstico final de
salmonelose, baseado em achados anatomopatolégicos e microbioldgicos. Adicionalmente,
foram selecionados casos em o diagnostico morfolégico foi compativel com os quadros
relatados na infeccdo por Salmonella spp. em serpentes, como enterites, hepatites e
septicemias. Os dados levantados a partir dos protocolos de necropsia incluiram espécie,
idade (aproximada), sexo, local de origem, histéria clinica, distribuicdo das lesbes e resultados
de cultivo bacteriano e tipificacdo. As espécies de serpentes foram identificadas pela
caracterizacdo morfoldgica com o auxilio de profissionais.

Apo6s a selecdo inicial dos casos, esses foram reavaliados. Para isso, os blocos de
parafina foram utilizados para obtencdo de cortes com3 pum de espessura, 0s quais foram
submetidos a coloracdo de rotina de hematoxilina-eosina (HE). Como nem todos 0s casos
haviam todos os 6rgdos disponiveis nas laminas para avaliacdo histoldgica, a propor¢do de
casos com lesdo em cada 6rgdo foi inferida de acordo com o nimero de casos em que aquele
Orgdo estava presente, com excecdo dos 0ssos, que sdo coletados para histologia apenas
quando apresentam alteracdes macroscépicas. Em casos em que havia lesdes compativeis com
a salmonelose, mas que ndo havia isolamento da bactéria, os cortes teciduais com alteracGes
foram submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) anti-Salmonella spp. A técnica de IHQ
consistiu de recuperacdo antigénica com protease XIV (Sigma®), seguida da utilizagdo de
anticorpo primario policlonal anti-Salmonella spp. (Biogenesis® na diluicdo de 1:1000
overnight. Para amplificacdo da reacdo foi utilizado como anticorpo secundario o polimero
Mach-4, e como cromdgeno, o 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (BiocareMedical®. As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Meyer.

Casos que ndo havia o cultivo microbiolégico e/ou a marcagdo positiva na imuno-

histoquimica foram excluidos deste estudo.
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3. RESULTADOS
3.1. Levantamento e reavaliagdo dos casos

De janeiro de 2011 a dezembro de 2018 foram realizadasno SPV-UFRGS um total de
51 necropsias de serpentes, sendo o0 género de maior casuistica o Bothrops sp., com 41
espécimes examinados. Desses, 14 eram B. pubescens (27,5%), 11 B. jararaca (21,6%), 10 B.
alternatus(19,6%) e seis B. neuwiedi (B. diporus) (11,7%).

Foram levantados 10 casos de serpentes com diagnostico conclusivo ou lesdes
sugestivas de salmonelose durante o periodo e 2011-2018 (19,6% da casuistica de necropsias
de serpentes). Foram encontrados quatro B. jararaca (40%), trés B. alternatus e trés B.
pubescens (30%, cada). A idade das serpentes foi informada em sete dos 10 laudos, e todas
eram adultas. Seis eram fémeas (60%) e quatro eram machos (40%). Sobre os locais de
origem desses animais, todos eram oriundos de cativeiro, sendo sete da Fundacdo
Zoobotéanica (FZB - Porto Alegre, RS) (70%), e o restante do Centro de Informagéo
Toxicoldgica (CIT - Porto Alegre, RS), Zooldgico de Passo Fundo (Passo Fundo, RS) e
Nucleo de Conservacdo e Reabilitacdo de Animais Silvestres, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (Preservas, UFRGS-Porto Alegre, RS), com um caso de cada instituicdo. As
informacdes individuais de cada caso, incluindo espécie da serpente, principais lesdes e
bactéria identificada, se encontram na Tabela 1.

3.2.  LesBes macroscépicas

Na necropsia dessas serpentes, as alteracGes mais frequentes foram magreza excessiva
(8/10 - 80%), lesbes hepaticas (8/10 - 80%), entéricas (8/10 - 80%), na coluna vertebral (1/10
- 10%) e coracdo(1/10 - 10%). As alteracBGes hepéticas constituiam-se de areas puntiformes
(Fig. 1A) e grandes areas branco-amareladas de até 12 cm de diametro, por vezes com
conteddo caseoso ao centro (Fig. 1B-C). No intestino delgado e grosso a mucosa estava
difusamente avermelhada e havia n6dulos amarelados de 0,5 cm em média (Fig. 1D), além de
deposicdo de fibrina e placas amareladas multifocais (Fig. 1E). Na coluna vertebral da
serpente 01 foram observados nodulos branco-amarelados de 1 - 4 mm de diametro, que
envolviam o0s corpos vertebrais, discos intervertebrais, costelas e musculatura adjacente
(Fig.1F). O epicardio da serpente 6 estava moderadamente espessado e com deposicao de
material fibrilar amarelado (fibrina).
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Tabela 1: Casos de infeccdo por Salmonella spp. no periodo de 2011-2018 diagnosticados no
Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS.

Caso  Espécie Diagnéstico morfolégico Bacteriologia IHQ'
1 B. Osteomielite fibrino-heterofilica Salmonella enterica NR*
alternatus Typhimurium
2 B. Hepatite fibrinonecrética; Miocardite Salmonella enterica NR
jararaca necratica e heterofilica subsp. diarizonae
3 B. Hepatite granulomatosa; Enterite NR +
pubescens fibrinonecrotica e granulomatosa; (intestino)
Pancreatite granulomatosa
4 B. Hepatite fibrinonecrética e granulomatosa; ~ Salmonella enterica NR
jararaca Colite fibrinonecrotica subsp. houtenae
5 B. Hepatite fibrinonecrotica e granulomatosa; NR +
pubescens Enterocolite fibrinonecrotica (intestino,
figado)
6 B. Pericardite fibrinosa e piogranulomatosa; NR +
jararaca Enterocolite fibrinonecrotica e (pericérdio)
granulomatosa
7 B. Encefalite heterofilica focal; Colite NR +
pubescens fibrinonecrotica; Miocardite necrética e (intestino)
heterofilica; Hepatite fibrinonecrética e
granulomatosa
8 B. Hepatite fibrinonecrética; Esplenite Salmonella enterica +
jararaca granulomatosa; Enterite fibrinonecrética subsp. arizonae (intestino)
9 B. Hepatite fibrinonecrética; Pancreatite Salmonella enterica NR
alternatus fibrinonecrotica; Enterocolite subsp. arizonae
fibrinonecrotica
10 B. Hepatite fibrinonecrética; Enterocolite Salmonella enterica NR
alternatus fibrinonecrotica subsp. arizonae

1: Imuno-histoquimica. *NR: ndo realizada, +: imunomarcacao positiva.
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Figura 1: Lesdes macroscopicas de salmonelose em serpentes. A. Figado da serpente 4 com nddulos
amarelados multifocais, variando de 0,2 a 1 cm de didmetro. B. Figado aumentado de volume da
serpente 2, com massa de aproximadamente 12x8 cm, amarelada e com areas avermelhadas. C. Figado
da mesma serpente da figura 2. Ao corte nota-se evidenciagdo de maltiplas cavitagdes preenchidas por
caseos e fibrina. D.Intestino grosso da serpente 7 com mucosa hiperémica e com nddulos amarelados
multifocais na mucosa. E. Intestino grosso da serpente 10 com mucosa difusamente avermelhada e
placas amareladas multifocais a coalescentes sobre a mucosa. F. Coluna vertebral e costelasda
serpente 1 com varios nédulos branco-amarelados, medindo 1 - 4 mm de diametro (setas).

3.3.  LesBGes microscopicas

Na avaliagédo histologica, as lesdesforamobservadas no figado (8/9 -88%), intestinos
delgado e grosso (8/9 -88%), coracdo (3/10 - 30%), pancreas (2/5 - 40%), coluna vertebral,
encéfalo (1/5 - 20%) e bago (1/6 - 16%). As lesdes hepaticas apresentavam dois padrbes
distintos, que frequentemente foram observados concomitantemente. O primeiro padrdo foi
visualizado em 7/9 (77%) serpentes, e era caracterizado por areas multifocais a coalescentes

de necrose de coagulacdo, associadas a deposicdo de fibrina e infiltrado inflamatdrio misto de
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heterdfilos, linfocitos e plasmocitos discreto a acentuado (Fig. 2A). O segundo padrdo era
caracterizado pela formacdo de granulomas compostos por uma area central de necrose
caseosa, circundada por infiltrado de macrofagos, células gigantes multinucleadas e discreta
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso (Fig. 2B). Esse padrdo foi observado em 4/9
serpentes (44%) e, em trés delas, era concomitante ao primeiro padrdo. Em ambos os padroes
observaram-se agregados bacterianos bacilares intralesionais. Outras alteracdes hepéticas
secundarias, como degeneracdo gordurosa e colestase também foram frequentes.

As lesdes de intestino delgado e grosso também apresentaram dois padrées distintos; o
primeiro padrdo, visto em 8/9 serpentes (88%), eracaracterizado por areas multifocais de
necrose da mucosa, com deposicdo de fibrina, infiltrado inflamatério composto
predominantemente de heterofilos, hemorragia e trombose em submucosa (enterite e colite
fibrinonecréticas; Fig. 2C). O segundo padrdo, observado em 2/9 serpentes (22%),
correspondeu a formacdo de granulomas na mucosa e submucosa, semelhantes aos descritos
no figado. As lesbes cardiacas observadas foram miocardite necrética e heterofilica multifocal
(2/10; 20%) e um caso com pericardite fibrinosa e piogranulomatosa difusa (1/10; 10%; Fig.
2D). Na avaliacdo do pancreas, foi observado um caso de pancreatite fibrinonecrotica
multifocal moderada (1/5; 20%) e outro de pancreatite granulomatosa multifocal discreta (1/5;
20%). Outras lesdes observadas em uma Unica oportunidade cada foram
osteomielitefibrinoheterofilica multifocal moderada (1/10; 10%), encefalite heterofilica focal

(1/5; 20%) e esplenite granulomatosa difusa acentuada (1/6; 16%).
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o 2 S S ol e SR 5 - ot - AT
Figura 2: LesGes microscopicas de salmonelose em serpentes. A. Figado da serpente 2: nota-se
necrose de coagulacdo multifocal acentuada com exsudacdo de fibrina e discreto infiltrado
inflamatdrio misto (Hematoxilina-Eosina [HE] 100x). B. Figado da serpente 4 com &rea nodular com
necrose caseosa e agregados bacterianos ao centro, circundados por infiltrado de macréfagos
(granuloma) (HE, 400x). C. Intestino delgado da serpente 10 com necrose difusa da mucosa, associada
a deposicao de fibrina, infiltrado de heterofilos, linfocitos e plasmaocitos e agregados bacterianos. Ha
também trombose multifocal predominantemente em submucosa (HE 100x). D. Coragdo com
epicardio da serpente 6 acentuadamente espessado por deposicdo de fibrina e infiltrado de heteréfilos e

macrofagos (HE 200x).

3.4.  Microbiologia, sorotipificacdo e imuno-histoquimica

No presente estudo, em 60% dos casos havia informagdo nos protocolos de necropsia
sobrecultivo bacterioldgico e sorotipificacdo. Desses, a subespécie de maior frequéncia foi a
S. enterica subsp. arizonae (3/6 - 50%), seguida pelas subespécies diarizonae, houtenae e
pelo sorovar Typhimurium (1/6 -16,7% cada; Fig. 3). Nos casos sem isolamento, houve
imunomarcacdo de Salmonella spp. no intestino (3/4; Fig. 4A-B), figado (1/4; Fig. 4C) e
coracdo (1/4; Fig. 4D).
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Figura 3: Sorotipificacdo de Salmonella spp. em casos de salmonelose em serpentes.

m S, enterica subsp. arizonae
m S, enterica subsp. diarizonae
= S. enterica subsp. houtenae
m S. enterica Typhimurium

Figuras 4: Caracterizacdo imuno-histoquimica de salmonelose em serpentes. A - B. Intestinos das
serpentes 4 e 5 com imunomarcacgao nas areas de necrose da mucosa e no centro de granuloma na
mucosa, respectivamente (200x). C. Figado da serpente 4 com granuloma demonstrando
imunomarcacédo anti-Salmonella spp. ao centro (400x). D. Coracéo da serpente 6 com imunomarcagédo
anti-Salmonella spp. em pericardio, com evidenciacdo de bacilos no interior de macrdfagos e
heterofilos (400x).
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4. DISCUSSAO

Todas as serpentes deste estudo eram oriundas de cativeiro e presume-se que situagoes
estressantes tenham sido frequentes, sejam por captura, mudanca de recinto, mudanca brusca
na dieta e doencas imunodepressoras anteriores. A maior parte dos relatos de salmonelose em
répteis advém de animais em cativeiro, mas a ocorréncia da doenga em animais de vida livre
também ¢é possivel (LUKAC et al. 2015; PEDERSEN 2009).

Salmonella spp € um micro-organismo normal da microbiota intestinal, com 90% ou
mais dos répteis sendo carreadores (WARWICK 2001). Porém constitui-se uma importante
causa de morte em serpentes e, neste estudo, correspondeu a 19,6% da casuistica de
necropsias de serpentes em oito anos de estudo. Dependendo da homeostase do organismo do
animal e das condicGes de manejo, ambiéncia e alimentacdo, o réptil pode viver o resto de sua
vida sem manifestar a doenca e em excretar a bactéria. Entretanto, pode ocorrer crescimento
exacerbado da bactéria, culminando em lesGes entericas e disseminacdo hematégena da
bactéria, que ocasionaria lesdes sisttmicos (FORNAZARI & TEIXEIRA 2009; ZACHARY
2016; HARDT et al. 2016).

O ndmero de casos de salmonelose em fémeas foi maior quando comparado ao de
casos em machos (60% fémeas e 40% machos), mas ndo se pode afirmar que existe uma
predilecdo sexual (BASTOS 2012). Houve um aumento de casos de salmonelose em
serpentes no ano de 2015 (5/10 - 50%), e desses casos, quatro serpentes eram provenientes do
mesmo local (Fundacdo Zoobotanica - FZB), indicando um possivel surto, embora o cultivo
da bactéria s6 tenha sido realizado em um caso. Casos oriundos da FZB foram os mais
frequentes (70%), demonstrando a importancia dessa fundagéo no aprimoramento dos estudos
clinicos na medicina veterinaria de silvestres.

As principais alteracdes patoldgicas observadas nos casos deste estudo foram a
condicdo corporal ruim, hepatite e enterocolite fibrinonecréticas, além de granulomas,
principalmente no figado e intestinos. Essas alteragdes s&o comumente descritas na literatura
(FORNAZARI & TEIXEIRA 2009; BASTOS 2012; CLANCY et al. 2016; HARDT et al.
2016). LesBes como osteomielites e pericardites também foram encontradas e ndo sdo comuns
nos casos da doenca em serpentes (FORNAZARI & TEIXEIRA 2009; BASTOS 2012; DE
SOUZA et al. 2014; CLANCY 2016). A imuno-histoquimica mostrou-se uma ferramenta
importante para confirmagdo do diagnostico em casos em que ha lesbes caracteristicas, mas
ndo hé& isolamento bacteriano.

No presente estudo, a subespecie arizonae foi o isolado mais frequente, seguida pela S.

enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica Typhimurium. Dados
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semelhantes sdo descritos por Warwick et al. (2001) e Bastos (2012), que relatam as
subespécies arizonae e diarizonae como as mais comuns. Sobre a subespécie diarizonae,
estudos mostram uma alta prevaléncia desse sorotipo (SCHROTER et al. 2004), com um
relato de caso onde 92,8% dos isolados em espécimes de B. jararaca adultas sadias
correspondiam a essa subespécie (BASTOS et al. 2008).A subespécie houtenae também é um
isolado comum em répteis de cativeiro (LUKAC et al. 2015; PEDERSEN 2009). Estudos
com serpentes de vida livre, nos quais se investigaram os isolados encontrados em swabs
cloacais ou amostras de intestino, demonstraram uma grande prevaléncia de positividade por
Salmonella spp., em especial da subespecie diarizonae (ZAJAC et al. 2016).

No estudo de Whitten e colaboradores (2015), foi feito um levantamento de casos de
salmonelose humana associada a répteis nos anos de 1996 até 2011. Foi constatada a presenca
de varios subespécies e sorotipos em um mesmo periodo de surto, com maior prevaléncia da
subespécie enterica. Houve casos também com as subespécies houtenae, arizonae e
diarizonae. No estudo de RAMOS e colaboradores (2019), realizou-se swabs cloacais em
diversas espécies de reptéis, incluindo serpentes, e 50% dos isolados de S. enterica
correspondiam a essas trés subespécies. Todos essas subespécies e sorotipos foram
encontrados neste presente estudo.

A auséncia de alguns érgdos para avaliacdo histoldgica, assim como a nédo realizacdo
de cultivo bacteriano em alguns dos casos foram limitagdes neste estudo. A auséncia de dados
ou materiais sdo comuns em estudos retrospectivos realizados a partir do arquivo de
laboratérios de diagnostico.

Neste trabalho demonstrou-se a variabilidade de lesbes e sorotipos envolvidos em
casos de salmonelose em serpentes de cativeiro. As informagfes geradas destacam a
ocorréncia e apresentacdo clinica e patologica dessa enfermidade, o que contribui para a
suspeita da doenca por parte de responsaveis por criatorios, médicos veterinarios clinicos de
animais silvestres e também aqueles que trabalham com diagndstico anatomopatoldgico e

bacterioldgico.
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5. CONCLUSAO

A salmonelose mostrou-se uma doenca frequente de serpentes adultos do género
Bothrops criadas em cativeiro no Rio Grande do Sul, Brasil. As principais lesdes observadas
foram hepatites e enterocolites fibrinonecroticas e/ou granulomatosas. Salmonella enterica
subsp. arizonae foi a subsespécie mais frequente neste estudo. A imuno-histoquimica foi uma
ferramenta importante para confirmacdo do diagndstico em casos suspeitos mas sem

isolamento do agente.
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