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RESUMO

As elevadas densidades populacionais humanas e de animais domésticos promovem cada vez mais
um contato maior com espécies silvestres. Este contato aproxima agentes infecciosos e/ou
parasitarios no sentido de encontrarem novos hospedeiros e novos ambientes nos quais existem
condi¢des de manutencdo, multiplicacdo e transmissdo dos mesmos. Os quelonios, assim como
outros répteis, sdo considerados reservatorios regulares para certas bactérias patogénicas aos seres
humanos. Por ser um alimento apreciado na culinaria da Amazonia, as espécies sofrem intenso
impacto antrépico, e entre as espécies de quelonios mais explorados no Brasil, destaca-se o mugua
(Kinosternon scorpioides). Este trabalho teve como objetivo principal verificar a ocorréncia das
principais bactérias com potencial zoonotico presentes na cloaca de muguds (K. scorpioides) criados
em cativeiro. Com a finalidade de verificar a microbiota de K. scorpiodes, foram colhidas amostras
cloacais de 66 individuos desta espécie do criatorio da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - Embrapa Amazonia Oriental (7310/2014-SEMAS-PA), localizado em Salvaterra
Ilha de Marajo-PA. As amostras foram semeadas em placas de petri contendo Agar MacConkey ¢
Agar Xilose Lisina incubadas a temperatura de 37°C por 24-48h em estufa bacteriologica.
Adicionalmente, as coldnias foram replicadas em Agar nutriente a temperatura de 37°C por 24h. A
identificagdo das caracteristicas morfoldgicas das colonias bacterianas foi realizada através de testes
tintoriais e provas bioquimicas. Foram identificados 10 géneros bacterianos, tendo com destaque
para Escherichia coli, Proteus mirabilis € Edwarsiella tarda. Os resultados revelam que os muguas
atuam significativamente como reservatorios de bactérias gram-negativas causadoras de toxi-

infec¢des de importancia na satde publica.

Palavras-chave: Kinosternon scorpioides, bactérias intestinais, zoonoses, fauna silvestre, consumo.



ABSTRACT

The high human and domestic animal population densities increasingly promote greater
contact with wild species. This contact brings together infectious and/or parasitic agents in
order to find new hosts and new environments in which there are conditions for their
maintenance, multiplication and transmission. Chelonians, like other reptiles, are considered
regular reservoirs for certain bacteria pathogenic to humans. As they are an appreciated food
in Amazonian cuisine, the species suffers intense anthropic impact, and among the most
exploited chelonian species in Brazil, the scorpion mud turtle (Kinosternon scorpioides)
stands out. The main objective of this work was to verify the occurrence of the main bacteria
with zoonotic potential present in the cloaca of scorpion mud turtle (K. scorpioides) bred in
captivity. To verify the microbiota of K. scorpiodes, cloacal samples were collected from 66
individuals of this species, from the scientific research breeding facility of Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Amazoénia Oriental (License number 7310/2014-
SEMAS-PA), located in Salvaterra, Maraj6 island, Para, Brazil. The samples were seeded in
petri dishes containing MacConkey Agar and Xylose Lysine Agar incubated at 37°C for 24-
48h in a bacteriological oven. Additionally, colonies were replicated on Nutrient Agar at 37°C
for 24h. The identification of the morphological characteristics of the bacterial colonies were
carried out through dye tests and biochemical tests. Ten bacterial genera were identified, with
emphasis on Escherichia coli, Proteus mirabilis and Edwarsiella tarda. The results reveal that
scorpion mud turtle act significantly as reservoirs of gram negative bacteria that cause toxi-
infections of public healt importance.

Keywords: Kinosternon scorpioides, intestinal bacteria, zoonosis, wild fauna, consumption.



1. INTRODUCAO

Espécies silvestres mantidas em cativeiro possuem a microbiota intestinal diferente de
animais de vida livre (NELSON et al. 2013). Tal aspecto pode estar relacionado ao tipo de
habitat e a dieta ofertada ao animal. Assim, o conhecimento a respeito da microbiota
intestinal da fauna tem importancia nas boas praticas de manejo, melhorando a digestao
alimentar e absor¢do dos nutrientes. Além disso, o ajuste da microbiota a condi¢do de vida
livre poderia aumentar as chances de sucesso em programas de reintroducdao favorecendo o

animal na adaptagdo ao meio ambiente (DALLAS, 2022).

Além disso, constituindo a microbiota intestinal dos animais silvestres sdo encontradas
também as enterobactérias patogénicas a satde publica, tanto em animais de vida livre quanto
os mantidos em cativeiro (GORTAZAR et al. 2015). Essas bactérias podem exercer grande
impacto na saide dos animais domésticos ou mesmo na humana. Além disso, perpetuam
patdégenos no ambiente, oferecendo risco a preservacdo da biodiversidade (DASZAK et al.
2000). Nesse cenario, os quelonios, assim como outros répteis, sdo considerados reservatorios
frequentes para certas bactérias patogénicas aos seres humanos (EBANI ef al., 2008), que os
consomem ou os mantem proximos. Sobre os problemas de satde relacionados a interface
humana e animal silvestre foi observado que o contato com quelonios pode ocorrer por meio
de consumo ou utilizacdo desse animal como pet exdtico, mesmo que esses individuos
eliminem pequenas quantidades de bactérias, ainda hd um risco de infec¢do para os humanos
por serem potenciais reservatorios, pois € possivel que haja liberagdo de sorotipos patdgenos
(GAVIRIA et al., 2018).

Entre as espécies de queldnios encontradas na AmazoOnia brasileira, destaca-se o
mugud (Kinosternon scorpioides). Este animal apresenta potencial para criacdo comercial,
pois esta bem distribuido geograficamente, possui rusticidade e valor economico de sua carne
(MACHADO JUNIOR et al., 2005; SA et al., 2004). Além disso, ¢ considerado um alimento
muito apreciado na culindria regional, sobretudo na ilha de Maraj6-Pard (CRISTO et al.,
2017). Apesar desta importancia, ndo ha informag¢des quanto a questdo sanitdria relacionada a
esta espécie e o seu impacto na saide publica. Cabe ressaltar que o conhecimento a respeito
da microbiota presente em uma populacdo de queldnios de cativeiro ou de vida livre €
essencial para identificar os possiveis reservatorios responsaveis pela transmissdao de

provaveis zoonoses.



1.1 Kinosternon scorpioides (Chelonia: Kinosternidae)

O mucud compreende cerca de quatro géneros, divididos em duas subfamilias. Sdo
conhecidas de 22 a 25 espécies desta familia, entre as quais esta K. scorpioides (BERRY et al,
2001). A espécie tem ampla distribuicdo geografica (Figura 1), ocorrendo em paises da
América Central e do Sul. No Brasil sdo encontrados nos Estados do Amapa, Roraima,
Amazonas, Tocantins e Pard, com maior ocorréncia na Ilha de Marajo e ao longo da bacia

amazonica (VOGT et al., 2008).

Ml 1 Km
0 250 500  1.000

Sistema de Coordenadas Geograficas
Datum: SIRGAS 2000
Paligona de distribuigin: Minimo
poligono convexo formado pelos
pontos de registro excluindo-se
altas allitudes.

Pontos. de registro; Banco de dados
do PAN Quelonios Amazinicos
Topografia; GTOPO30 USGS
Hidrografia: ESRI
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Figura 1. Mapa de distribuicao geografica da espécie Kinosternon scorpioides. Fonte:

Manual técnico de conservacao e monitoramento de quelonios amazonicos IBAMA (2016).
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Caracteriza-se como um pequeno quelonio de dgua doce, apresenta uma carapaca
oblonga, relativamente alta, estreita e oval, com presenca de trés quilhas longitudinais dorsais,
sendo uma mais elevada na linha vertebral (VINKE; VINKE, 2001) Atingindo de 18 a 27 cm
de comprimento da carapaga quando adulto, e o plastrdo, de cor variavel, possui duas
“dobradicas”, com placas moveis. Sua cauda possui uma estrutura cornea na extremidade, que
antigamente acreditava-se ser um ferrdo, usado para defesa, tal como um escorpido, por isso a
denominacao cientifica escorpioide. Outra caracteristica que ajuda a identificar os integrantes
dessa familia ¢ a presenca do escudo cervical e a presenga de barbelas na mandibula

(IVERSON, 1989; DELBUQUE, 2000; THOMAS & VINKE, 2001).

K. scorpioides tem uma ampla tolerancia ecoldgica, capaz de habitar qualquer corpo
d’4gua com pouca correnteza, com profundidade alta ou baixa. Podendo ser encontrado em
bancos de rio, lagos temporarios, pantanos, florestas e campos inundados, e entre outros com
caracteristicas semelhantes (PEREIRA, 2007 ¢ RUEDA-ALMONACID et al, 2007). Todavia,
durante o periodo de reproducdo ¢ facilmente encontrado em terra firme (SORIANO et al.,
1997). Seus habitos alimentares tendem a ter caracteristicas onivoras oportunistas e
carnivoras, dependendo do local onde se encontram, podendo se alimentar de peixes (vivos e
mortos), girinos, insetos, algas, pequenos animais, vegetais € materiais em decomposi¢dao

(PRITCHARD, 1964; IBAMA, 1997).

1.2 Uso alimentar de quelonios na Amazonia

Estima-se que o inicio do consumo de queldnios se deu por volta do ano de 1700.
Junto as populagdes ribeirinhas, ¢ notoriamente reconhecido que quelonios e outros animais
aquaticos exercem, tanto histérica como atualmente, papel preponderante na alimentagao
humana. Portanto, as praticas de consumo se constituem principalmente como a¢des de cunho
social (BATES, 1892; GILMORE, 1986). O consumo de diversas espécies de quelonios, bem
como seus ovos, ¢ comumente registrado em alguns locais da Amazonia brasileira, e a
procedéncia dessa carne geralmente ¢ desconhecida. Em um estudo realizado por Rebélo e
Pezzuti (2000) em Manaus, a populagdo que consumia essa carne ndo conhecia a origem do
produto e a aquisicao era realizada em mercado de pescado.

O mugua serve como fonte de alimento e a sua busca se d4 quando a aquisi¢ao de
proteinas provenientes do peixe, carne bovina e aves sao escassas ou quando ha necessidade
de diversificar a alimentacdo. Portanto, a auséncia de um emprego formal ou de outras fontes

alternativas de renda faz com que os moradores de areas rurais da Amazonia fagam uso da
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caca para a sua sobrevivéncia de forma mais frequente (ALMEIDA, 2015; VOGT et al., 2015;
BRITO, LIMA e ROSA, 2016; CRISTO et al., 2017).

Cristo el al (2017) verificaram que no municipio de Santa Cruz do Arari, na Ilha do
Marajo-Para, a caca de mucguas ¢ realizada tanto para o consumo quanto para a venda. No
municipio de Belém-Para o mucud ¢ tido como iguaria da culinaria local, sendo servida
cladestinamente em alguns restaurantes (DELBUQUE, 2000; MACHADO JUNIOR et al.,
2006). Ressalta-se que a aquisi¢dao desses animais tem sido expressamente feita por vendas

ilegais oriundas de captura e ndo da criagdo comercial (OLIVEIRA et al, 2013a; 2013b).

1.3 Riscos microbiologicos

A conservagdo da diversidade biologica ¢ uma das preocupacdes mais atuais, devido
sua importancia como fonte de propagacdo de doencas infecciosas transmissiveis aos seres
humanos e outros animais (KRUSE et al., 2004). Os mecanismos subjacentes ao surgimento
dessas doencas sao complexos e multicausais, mas existe um consenso de que as alteragdes no
equilibrio ecoldgico tém sido precursoras de casos de doengas zoonéticas em varias regides
(MARQUES, 1997). Estas incluem expansdo ¢ invasdo da populagdo humana,
reflorestamento e outras mudancas de habitat, poluicdo e mudangas climaticas (MORSE et
al., 2012).

A excrecdo de microrganismos, seja por animais de cativeiro ou vida livre, possui
importancia para a saide publica, e em répteis, as infec¢Oes bacterianas sao devido ao carater
patogénico oportunista das bactérias da microbiota. Em muitos casos, bactérias que fazem
parte da microbiota dos animais, em condigdes de estresse e baixa de imunidade, podem ser
responsaveis por infeccdes nos mesmos e apresentam riscos a saide humana. Portanto, o
estresse sofrido pelo animal na captura, transporte, alteragdes na dieta e adaptacdo ao
ambiente facilitam a infeccado (RIBEIRO; MEDEIROS, 2017). Buscando compreender essa
dinamica de transmissao relacionada a imunossupressao, um estudo realizado por Fackelmann
et al. (2021) apontou alguns fatores facilitadores da transmissdo de zoonoses entre fauna
silvestre € humanos, onde a hipotese de que a imunidade dos animais foi comprovadamente
diminuida com a alteragao da microbiota intestinal dos individuos que tiveram contato com
alteragdes antropogénicas.

Outro fator que causa proximidade entre os queldnios e os seres humanos ¢ uso desses
animais como pets. A sua popularidade tem aumentado por causa da maior disponibilidade e

variedade de espécies, do incremento de técnicas de criacdo em cativeiro, da facilidade de
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aquisi¢ao (mesmo por meios ilicitos) e principalmente, por necessitarem de menos cuidados
que mamiferos e aves (HOOVER, 1999). Em um estudo realizado por Molina e Piraino
(2002) foi observado um elevado percentual de animais silvestres criados como bichos de
estimacao (32,8%), onde os quelonios apresentaram uma frequéncia significativa (5,4%). Essa
proximidade aumenta o risco de transmissdo, caso eles estejam carreando microrganismos
patogénicos (CASAGRANDE, 2011). Uma vez que estes animais estdo frequentemente
expostos a pequenos volumes de agua de aquarios e lagoas, comumente ¢ observada a
prevaléncia de bactérias Gram-negativas, estando submersos num meio que favorece a

proliferacao de bactérias de origem fecal (DI IANNI et al. 2015).

Em queldnios, uma série de trabalhos descreveu a presenca de bactérias Gram-
negativas tanto em animais de vida livre quanto os mantidos em cativeiro, e casos de infec¢ao
tém sido associados com o contato direto ou indireto com esses animais. Essa contaminagao
de pessoas por bactérias patogénicas por meio desse contato é bastante descrita na literatura,
sendo muito comum a infec¢ao por Salmonella (JOHNSON, 1997; LYNCH et al., 1999;
WARD, 2000, WOODWARD, 2003). As infeccdes causadas por esse agente etiologico
representam grande impacto a saide humana pois seus padroes epidemioldgicos diferem de
uma regido para outra, visto que existem diferencas nos hdbitos alimentares, criagdo de
animais e nos padrdes de higiene.

Trata-se de um bacilo Gram-negativo que estd presente no intestino de répteis,
causador de enfermidades associadas a processos entéricos e/ou septicémicos em humanos e
sua presenca ¢ investigada nas diversas populagdes de quelonios, observando a sua grande
distribuicdo no mundo todo (CARVALHO, 2016). Este agente pode se propagar por meio de
agua, bem como alimentos contaminados que favorecem o seu crescimento. A contaminagao
de alimentos acontece a partir do contato com fezes, e a eliminacdo do patégeno pode ocorrer
de forma intermitente, com presenga ou ndo de sintomatologia (ELLERMEIER; 2006;
RIBEIRO et al., 2010). S& & Solari (2001) apud Pessoa (2009) constataram que 93,7% dos
queldnios estavam contaminados pelo agente.

McCOY e Seidler (1973) recomendam precaucdo ndo apenas com Salmonella, mas
outras bactérias, podendo citar Aeromonas spp., Citrobacter spp. Enterobacter spp.,
Krebsiella spp., Proteus spp. dentre outros. Meyer et al (2006) identificaram a presenca de
enterobactérias em tartarugas da Amazonia (Podocnemis expansa) mantidas em cativeiro e
vida livre. No estudo em questdo, foram constatados que todos os animais eram portadores

sadios de diversas bactérias supracitadas. Santoro et al. (2006) identificaram 10 géneros de
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bactérias Gram-negativas (Aeromonas, Bordetella, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Pasteurella, Proteus, Pseudomonas, Serratia ¢ Vibrio) e tr€s de Gram-positivas (Bacillus,
Enterococcus e Staphylococcus) em cavidade nasal e cloacal de fémeas Chelonia mydas em
nidificacdo. Benites et al 9 isolaram E. coli (67%) e Klebsiella (57%) a partir de swabs
cloacais de jabutis-piranga; Silvério et al. (2015) comprovaram a presenca de Salmonella spp
em todas as tartarugas domésticas, testadas com swabs cloacais, corroborando com um estudo
realizado por Meyer (2015) que caracterizou a sua ocorréncia em maior frequéncia em

animais mantidos em cativeiros.

2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Determinar a microbiota cloacal do mugua (Kinosternon scorpioides) criados em
cativeiro, identificando as bactérias Gram-negativas com potencial zoonoético, visando

contribuir para o monitoramento da saude humana e animal.
2.2 Objetivos especificos

a) Identificar as bactérias Gram-negativas presentes a microbiota cloacal de K.
scorpioides

b) Determinar a prevaléncia das enterobactérias da microbiota cloacal de K.
scorpioides que possam causar problemas com seu consumo.

c) Relacionar a microbiota cloacal do mugua com o potencial de risco a satde

humana e animal.
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RESUMO

Os quelonios estdo cada vez mais proximos do ser humano devido a facilidade de manutengao
que a espécie demanda, portanto a preocupacao sanitdria deve ser crescente, uma vez que sua
microbiota ¢ um reservatorio natural de bactérias com potencial zoonético. O mugua
(Kinosternon scorpioides) ¢ um quelonio bastante explorado na regido amazodnica e pela
qualidade de carne e subprodutos constitui forte componente da historia, costumes e
economia das comunidades ribeirinhas e urbanas na Amazonia. Este trabalho teve como
objetivo isolar os micro-organismos presentes na cloaca de muguds para conhecer a
microbiota que constitui o sistema digestivo desses animais e verificar a ocorréncia de
contaminagdo causada por bactérias patogénicas, através amostras cloacais de 66 individuos
desta espécie do criatorio da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa
Amazodnia Oriental (License number 7310/2014-SEMAS-PA), localizado em Salvaterra Ilha
de Marajo-PA. As amostras foram semeadas em placas de petri contendo Agar MacConkey e
Agar Xilose Lisina incubadas a temperatura de 37°C por 24-48h em estufa bacteriologica.
Adicionalmente, as colonias foram replicadas em Agar nutriente a temperatura de 37°C por
24h. A identificagdo das caracteristicas morfologicas das coldnias bacterianas foi realizada
através de testes tintoriais e provas bioquimicas. Foram identificados 10 géneros bacterianos,
tendo com destaque para as espécies Escherichia coli, Proteus mirabilis € Edwarsiella tarda.
Os resultados revelam que os mucuds atuam significativamente como reservatorios de

bactérias gram negativas causadoras de toxi-infec¢des de importancia na satide publica.

Palavras-chave: bactérias intestinais; zoonoses; fauna silvestre; consumo
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ABSTRACT

Chelonians are increasingly closer to humans due to the ease of maintenance that the species
demands, so the health concern must be growing, since their microbiota is a natural reservoir
of bacteria with potential zoonotic risk. The scorpion mud turtle (Kinosternon scorpioides) is
a chelonian widely exploited in the region and, due to the quality of its meat and by-products,
it is a strong component of the history, customs and economy of riverside and urban
communities in the Amazon. The present work aims to isolate the microorganisms present in
the cloaca of scorpion mud turtle to know the microbiota that constitutes the digestive system
of these animals and to verify the occurrence of contamination caused by pathogenic bacteria,
through cloacal samples of 66 individuals of this species, from the scientific research breeding
facility of Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Amazonia Oriental
(License number 7310/2014-SEMAS-PA), located in Salvaterra, Marajo6 island, Par4, Brazil.
The samples were seeded in petri dishes containing MacConkey Agar and Xylose Lysine
Agar incubated at 37°C for 24-48h in a bacteriological oven. Additionally, colonies were
replicated on Nutrient Agar at 37°C for 24h. The identification of the morphological
characteristics of the bacterial colonies were carried out through dye tests and biochemical
tests. Ten bacterial genera were identified, with emphasis on Escherichia coli, Proteus
mirabilis and Edwarsiella tarda. The results reveal that scorpion mud turtle act significantly

as reservoirs of gram negative bacteria that cause toxi-infections of public health importance.

Keywords: intestinal bacteria; zoonoses; wild fauna; consumption
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INTRODUCAO

Os quelonios estdo cada vez mais proximos do ser humano devido a facilidade de
manutengdo que a espécie demanda em cativeiro, portanto ha preocupagdo sanitaria crescente,
uma vez que sua microbiota ¢ um reservatdrio natural de bactérias com potencial risco

zoonotico.V

O mugud (Kinosternon scorpioides) ¢ um quelonio bastante explorado na regido
amazonica e pela qualidade da sua carne e dos subprodutos constituindo forte componente da
historia, costumes e economia das comunidades ribeirinhas e urbanas na Amazonia.?) E
pertencente a ordem Testudines, subordem Cryptodira ¢ a familia Kinosternidae. Possui
comportamento semiaquatico, com a presenca de membranas interdigitais em suas patas e seu
porte varia de pequeno a médio.®) Os individuos desta familia sdo reconhecidos como
tartarugas da lama ou almiscarada, sendo caracterizados por secretarem mal odor e serem
discretos.¥ A espécie merece atengio por sua grande aceitacdo como alimento pelas
comunidades ribeirinhas e tradicionais, em especial da ilha do Marajo, pois além de produto
diferenciado da culinéria regional, esta associado com potencial zootécnico a ser explorado

por apresentar condi¢des favoraveis a adaptagdo em cativeiro.”®)

Apesar de existirem poucos dados sobre o assunto, tem sido observado que a
microbiota entérica de quelonios de vida livre ¢ composta de grande diversidade bacteriana,
abrangendo bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas, em contraste com a microbiota
entérica de animais mantidos em cativeiro que apresentam colonizacdo predominante de
Gram negativas. ” No cativeiro, as condigdes ambientais favorecem os surtos entre os
animais, pois a concentragdo de microrganismos patogénicos € maior € 0s erros nutricionais e
de manejo aliados ao estresse acabam por enfraquecer a resisténcia organica e imunoldgica

dos animais cativos. ®

Em virtude do citado anteriormente, neste estudo espera-se determinar os
microrganismos presentes na cloaca de mucuds, para conhecer a microbiota que constitui o
sistema digestivo desses animais e verificar a ocorréncia de contaminagdo causada por
bactérias patogénicas para assim ter possibilidade futura de controlar possiveis infec¢des por
micro-organismos patogénicos comuns aos seres humanos e aos animais. Tais informagdes

fornecem base para a elaboracdo de um programa de prevencdo de doencas mais eficaz e
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podem contribuir com protocolos de realocagdo de queldnios. Por isso, nos animais silvestres
mantidos em cativeiro, as bactérias sdo continuamente estudadas com a finalidade de se

encontrar um manejo que possibilite o controle microbioldgico nas diferentes espécies. )

MATERIAIS E METODOS

1. Local de coleta

As amostras foram coletadas no criatério da Embrapa-Amazonia Oriental (Licenga
Numero 7310/2014-SEMAS-PA) (Figura 1), localizado, de acordo com as coordenadas 48°
30> e 547 W e 00° 45" e 217 S, na mesorregido geografica Marajo, a margem direita do rio
Paracauari, distando por via terrestre cerca de 17 km da cidade de Salvaterra - Para.

O grupo de animais em estudo consistia em animais adultos (acima de 2 anos de idade
ou peso superior a 0,200kg) em que estavam sob um regime de cativeiro intensivo (Figura 2).
Com recinto tecnificado/controlado, com 4rea total de 80m?, subdividida em area d’4gua e
area de areia. Os animais recebiam racdo comercial para peixes com 32% de proteina bruta
(PB).

Este trabalho foi aprovado no Comité de Etica Animal da Embrapa Amazonia Oriental

(n° 001/2016).
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Figura 1. Sistema de criagdo em cativeiro — Embrapa Amazonia Oriental.

2. Animais
Foram coletadas amostras de material biologico cloacal através de swab de 66 muguas
escolhidos aleatoriamente (Figura 2), sem distingdo de sexo. Todos os animais foram
identificados individualmente com o uso de microchip da marca Partners® (Figura 4), este ¢
um micro-circuito eletronico, estéril, anti-migratério do tamanho de um grdo de arroz

(12x2mm), em conformidade com as normas ISO, CE, NBR e padrdes internacionais.

Figura 2. Implantacdo de microchip e bastao de leitura.

3. Coleta e amostras
As coletas das amostras foram realizadas em duas épocas do ano, periodo mais chuvos
(compreendida no periodo de janeiro a junho) e menos chuvoso (compreendidos ns meses de
julho a dezembro). As amostras foram colhidas em duplicata com auxilio de swabs estéreis,
introduzidos diretamente na cloaca dos animais sendo um swab armazenado em tubo
contendo meio de transporte Stuart e o outro em agua peptonada a 1%, devidamente

acondicionados em uma caixa isotérmica com gelo e encaminhados ao laboratério. As
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amostras cloacais ao chegarem ao laboratorio foram semeadas em placas de Petri contendo
Agar MacConkey e submetidas a temperaturas de 37 °C em estufa bacterioldgica por 24-48
horas. Simultaneamente, os tubos com agua peptonada contendo os swabs foram incubados a
37 °C durante 24 horas. Apos este periodo as amostras foram imersas em caldo Rappaport a
37 °C durante 24 horas e, semeadas em placas de Petri contendo Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD), meio seletivo para crescimento da bactéria Salmonella sp. e foram
colocadas para incubar em estufas bacteriologicas a temperatura de 37 °C durante 24-48
horas. Para a identificacdo dos isolados foram selecionadas colonias que posteriormente,
seguiram para avaliagdo das caracteristicas morfotintoriais e as cepas isoladas foram
encaminhadas para o laboratério de microbiologia do Instituto Evandro Chagas-Centro
Nacional de Primatas (IEC-CENP) para a realizacdo das provas bioquimicas.

Adicionalmente, as colOnias obtidas das amostras oriundas das cloacas foram
replicadas em Agar Nutriente e, apos incubagdo a 37 °C durante 24 horas, suspensas em 3 mL

de solugdo salina estéril a 0,45%.

4. Provas bioquimicas

As amostras foram diluidas até a concentragao de 0,53 - 0,63 da escala de MacFarland
para a identificacdo bioquimica pela metodologia automatizada, utilizando o equipamento
VITEK Compact II bioMérieux®. As identificagdes foram feitas utilizando-se cartdes de
identificacdo: GPI CardbioMérieux® (Gram positive identification) para Gram-positivos e
GNI CardbioMérieux® (Gram negative identification) para Gram-negativos. Cada cartao de
identificacdo contém 30 substratos bioquimicos liofilizados, que foram reidratados com
suspensao bacteriana contendo 105 UFC/mL, preparadas a partir das colonias de bactérias
isoladas das amostras coletadas. Os cartdes foram inseridos no equipamento, que realizou a
leitura individual de cada poco a cada 30 minutos através da colorimetria. Analisando as
mudancas de coloragdo, o equipamento definiu um perfil e os resultados foram comparados a

perfis bacterianos armazenados em sua memoria.
5. Analise dos dados

Todos os dados relativos as cepas bacterianas foram tabulados no Microsoft Office

Excel 2010, sendo determinados os valores relativos a partir dos valores observados.

29



30

RESULTADOS

Todos os animais avaliados neste estudo estavam em boa condicdo de satde e de
carne, com estrutura adequada da carapaca, com comportamento ativo e presenca do reflexo

motor e da resisténcia da abducdo da extremidade posterior.

Do total de 66 amostras cloacais colhidas, foram isoladas 97 cepas bacterianas, sendo
identificados 12 géneros bacterianos, Gram-negativos com destaque para as bactérias
Escherichia, Proteus, Edwardsiella, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, Citrobacter,

Alcaligenes, Shigella, Providencia e Serratia, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Numero absoluto e relativo dos microrganismos isolados de Kinosternon
scorpioides de cativeiro, 2022

Microrganismos Numero absoluto Numero Relativo %
Escherichia coli 18 19
Proteus mirabilis 10 11
Edwardsiella tarda 15 16
Klebsiella pneumoniae 6 7
Enterobacter cloacae 11 12
Salmonella spp. 11 12
Citrobacter freundii 7 8
Alcaligenes sp. 5 6
Shigella spp. 3 3
Providencia alcalifaciens 3 3
Serratia marcescens 1 1
Enterobacter aerugenes 1 1
Edwardsiella hoshinae 1 1
Citrobacter braakii 1 1
Klebsiella oxitoca 1 1
Citrobacter farmeri 1 1
Serratia fonticola 1 1
Aeromona shydrophila 1 1
Total 97 100
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Na comparagdo entre os géneros bacterianos isolados em diferentes periodos do ano,
nao foi observado diferenga na diversidade dos tipos bacterianos, conforme demonstrado na

Tabela 2.

Tabela 2. Microrganismos isolados de Kinosternon scorpioides de acordo o periodo do ano,

2022

Microrganismos Janeiro a junho Julho a dezembro
Escherichia coli 8 10
Proteus mirabilis 6 4
Edwardsiella tarda 10 5
Klebsiella pneumoniae 4 2
Enterobacter cloacae 4 7
Salmonella spp. 6 5
Citrobacter freundii 3 4
Alcaligenes sp. 2 3
Shigella spp. 1 2
Providencia alcalifaciens 2 1
Serratia marcescens 1 0
Enterobacter aerugenes 1 0
Edwardsiella hoshinae 0 1
Citrobacter braakii 1 0
Klebsiella oxitoca 1 0
Citrobacter farmeri 0 1
Serratia fonticola 1 0
Aeromona shydrophila 0 1
Total 51 46
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DISCUSSAO

Dentre as bactérias da familia Enterobacteriaceae encontradas presentes na cloaca de
mucuds, criadas em cativeiro, merecem destaque Escherichia coli, Edwarsiella tarda e
Proteus mirabilis que foram as bactérias mais frequentes, além das bactérias Salmonella spp.
e Shigella spp. que sdo comumente implicados em causar doengas em seres humanos e
animais, apresentando riscos de saude publica.

O percentual de 19% de isolados de E. coli foi inferior ao encontrado por Benites et
al.'% o qual apresentou uma frequéncia de 67% de swabs cloacais de jabutis domiciliados e
de Meyer-Junior et al © que isolaram E. coli a partir de swabs cloacais de tartarugas da
Amazodnia (Podocnemis expansa), encontrando um percentual de 66%, entretanto, os mesmos
autores relataram um indice de 26% obtidos de muguads, resultados proximos ao presente
estudo. Por ser um componente comum da microbiota bacteriana do intestino de répteis, E.
coli ndo pode ser interpretada como um patdgeno D) porém em hospedeiros
imunossuprimidos ou quando as barreiras gastrointestinais sdo violadas, até mesmo estirpes
ndo patogénicas podem causar infeccio 1?). No presente estudo, deve-se ressaltar que apesar
da ocorréncia de E. coli e da sua importancia sob o ponto de vista da saude publica, ndo foi
feita a identificagdo dos sorogrupos implicados em doengas humanas, e na literatura
pesquisada ndo foram encontradas referéncias acerca de estudos sobre fatores de viruléncia de
estirpes de Escherichia coli nos répteis em geral, podendo-se concluir que sdo baixos os
riscos relacionados ao contato entre humanos e esse microrganismo.

Edwardsiella tarda foi isolada em 16% (15/97) das amostras, trata-se de uma bactéria
Gram-negativa que compode a microbiota do trato gastrointestinal de répteis como crocodilos e
tartarugas e ¢ comum em ambientes aquaticos 1*). Este patoégeno ocorre também no sedimento
e na agua dos tanques de criacdo, se manifestando quando os hospedeiros em situacao de
estresse se encontram na presenca de grande quantidade de matéria organica na agua 4. Em
humanos este microrganismo estd associado a diversas doencas como gastroenterite,
meningite, colecistite, endocardite, osteomielite, mionecrose, infec¢cdes de tecidos moles,
bacteremia e septicemia. !> Sobrinho et al '® isolaram o microrganismo em tartarugas-de-
orelha-vermelha (Trachemys scripta elegans) provenientes de cativeiro em um municipio de
Pernambuco, onde obtiveram cerca de 5% das 20 amostras, ao todo. Silva et al. (7
encontraram uma positividade mais expressiva onde a presenca do microrganismo foi isolada

em 22% (2/9) na mesma espécie de animais pertencentes a cativeiro em um municipio do Rio

32



33

Grande do Sul. A abundancia da bactéria também encontrada no presente trabalho reforca sua
relevancia.

No presente estudo, Proteus mirabilis foram isolados em 11% (10/97) das amostras
analisadas. De acordo com Shin et al ' trata-se de um bacilo Gram-negativo bem difundido
no ambiente e no trato gastrointestinal conhecido como patégeno oportunista que mesmo
animais saudaveis podem apresentar-se portadores assintomaticos do mesmo. Em um estudo
realizado por Pathirana et al ¥, os autores encontraram o percentual de 46% (24/52) de
positividade em tartarugas de estimacao e compararam a similaridade dos genes com amostras
de urina e isolados respiratorios em casos clinicos de humanos e encontraram uma alta
similaridade nas amostras. Segundo Schaffer e Pearson ! varios determinantes de viruléncia
contribuem para a patogenicidade de Proteus mirabilis,portanto o seu risco potencial de
infeccdo em humanos nao deve ser subestimado, os répteis podem ser transmissores do
patoégeno para os humanos, aumentando assim o risco de infecgdes.

Bactérias do género Enterobacter também foram isoladas por Meyer-Junior et al.®
sendo6% de Enterobacter aeruginosa de 15 amostras de swabs de cloaca de Podocnemis
expansa mantidas em cativeiro, bem como isolaram 33% de Enterobacter cloacae e 33% de
Enterobacter aerogenes, a partir de 15 amostras de swabs de cloaca de K. scorpioides. Trata-
se de um género que estd amplamente distribuido no meio ambiente, estando presente na
dgua, em esgotos e no solo, de acordo com Koneman ) apesar de fazer parte da microbiota
entérica comensal, estdo associadas a doengas oportunistas. No presente estudo, o percentual
de isolados para as espécies de E. cloacae ¢ E. aerogenes foi de 12% e 1% respectivamente.

A prevaléncia de Salmonella, no presente estudo apresentou um percentual de 12%,
inferior ao encontrado por Strohl et al. *" que ao avaliarem 52 quelonios encontraram 23% de
positividade. Entretanto, foi superior ao isolado por Benites et al. ', em que ao analisarem
100 quelonios, e isolar 7% de positivos para Samonella sp. Sabe-se que répteis sdo
portadores naturais desse organismo, € que a liberagdo de bactérias do género Salmonella
pode ocorrer de forma intermitente, sendo o estresse um fator que influencia na maior
liberagio da bactéria ?® e que existe uma grande variabilidade de resultados quando se trata
do isolamento do microrganismo a partir de diferentes espécies de répteis. Em estudos
anteriores envolvendo tartarugas pertencentes a centros de resgate, a prevaléncia da infec¢ao
variou de 10% @ e 79%. ®*- Varios fatores podem influenciar a prevaléncia da infec¢do por
Salmonella spp. em répteis e condi¢des estressantes podem interferir no sistema imunoldgico

e na imunomodulagdo, aumentando potencialmente o nivel de excrecdo de Salmonella sppno
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ambiente, dessa forma as mas condi¢gdes de higiene, espagos confinados e altas densidades
podem afetar a disseminacdo do patogeno. ?>

Em um estudo realizado por Sanchez-Jiménez et al 9 utilizando 110 queldnios
semiaquaticos na Colombia, os autores obtiveram 34,5% (38/100) de amostras positivas para
Salmonella entérica. Das 38 amostras positivas, 20 pertenciam a espécie Kinosternon dunni,
correspondendo a 52,6% (20/38) das amostras. Outro estudo que detectou o microrganismo
em individuos pertencentes a familia Kinosternidae foi realizado por Silva ?? onde foram
avaliados 20 muguas (K. scorpioides) de vida livre provenientes do municipio de Cachoeira
do Arari, na Ilha de Marajé e encontrou positividade em 10% (2/20) das amostras. Dessa
forma, mesmo que o estudo tenha encontrado baixa prevaléncia, trata-se de um importante
dado para referenciar a frequéncia da bactéria na espécie e principalmente constatar sua

ocorréncia na regido.

Citrobacter freundii ¢ uma bactéria Gram negativa considerada uma espécie comensal
do trato intestinal de humanos e outros animais, ¢ comumente encontrada em répteis, pois tem
prevaléncia no solo e na dgua ' No presente estudo, foi isolada a porcentagem de 7% das
amostras. Os resultados obtidos foram menos expressivos dos achados por Pessoa ?® onde
foram isolados 33% de 100 amostras de swabs cloacais provenientes de jabuti-piranga
(Geochelone carbonaria) criados em domicilio e Santos et al ?® que isolaram 44% (4/9) a
partir de swabs cloacais de tartaruga-de-ouvido-vermelho (7rachemys scripta elegans).

Alcaligenes spp. sdo saprofitas e frequentemente isoladas dos intestinos de
vertebrados, podendo-se tornar um patdégeno oportunista e causar infecgdes relacionadas com
internagdes em humanos ?%. H4 uma escassez de estudos envolvendo o isolamento de
Alcaligenes spp em queldnios, particularmente em muguds. No presente estudo, Alcaligenes
spp. foram isoladas em 5,5% do total de amostras. Quando considerando outros répteis podem
ser citados diferentes trabalhos. Huchzermeyer et al. % isolaram Alcaligenes faecalis em
6,89% dos isolados de microbiota cloacal de crocodilos andes (Osteolaemus tetraspis). Por
sua vez, Benites et al !9 isolaram 2% do microrganismo a partir de 100 swabs cloacais de
jabuti-piranga (Geochelone carbonaria).

No presente estudo, Providencia alcalifaciens foram isoladas em 3% (3/97) do total de
amostras. Sobrinho et al '® examinaram 20 swabs cloacais de tartarugas (Trachemys scripta
elegans) e obtiveram um percentual de 5,88% do microrganismo. Obtendo um resultado
inferior em outro estudo, Sobrinho et al. GV isolaram apenas 0,73% de um total de 50

amostras de swabs cloacais oriundos de tartarugas-da-Amazonia (Podocnemis expansa).
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A Providéncia spp.sdo Gram-negativos produtores de urease, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Embora essas espécies estejam presentes como flora normal no trato
intestinal  humano, s3o patdogenos  oportunistas, especialmente em  pessoas
imunocomprometidas, podendo causar intoxicacdo alimentar. ¢?

Serratia marcescens fazem parte da microbiota normal de répteis em cativeiro, foi
considerada durante muito tempo como saprofita, porém atualmente ¢ reconhecida como
patogénica para o homem, podendo estar associada a infec¢des cutaneas em individuos
imunocomprometidos. ®*- No presente estudo, Serratia marcescens foram isoladas em 1%
das amostras. Em relacdo a outros trabalhos, Norberg et al ®¥- Também isolaram 16,7% de
Serratia marcescens a partir de seis amostras fecais de Crotalus durissus terrificus mortas e
necropsiadas. Meyer-Junior et al. ® obtiveram 6% de positividade em 15 amostras de swabs
cloacais de tartarugas-da-Amazonia (Podocnemis expansa). Obtendo um resultado similar ao
presente estudo, Campos et al ®> isolaram o microrganismo a partir de 68 swabs cloacais em
Podocnemis expansa resultando em uma porcentagem de 1,5% (1/68). Pascoal et al 9
acusam que a presenga dos microrganismos indica uma possivel causa de contaminagdo do
manejo e a hipdtese dos autores se valida através de outro estudo realizado por Meyer et al ©7
que compararam os resultados de amostras cloacais de P. expansa em cativeiro e vida livre,
onde Serratia marcescens foram isoladas somente no grupo de animais cativos, apresentando

84% de positividade (11/29).

CONCLUSAO

Escherichia coli foi o microrganismo com maior prevaléncia (19%), seguido por
Edwardsiella tarda (16%) nos isolados cloacais de muguds em cativeiro. Apesar dos
microrganismos isolados fazerem parte da microbiota natural dos quelonios, em determinadas
situagdes podem apresentar riscos a saude humana. Os resultados sustentam a hipdtese que os
mucuds podem ser considerados como reservatorios de patdgenos oportunistas prejudiciais
aos seres humanos quando em contato direto ou indireto. Os estudos da flora bacteriana em
animais de cativeiro sdo de fundamental importancia, pois permitem conhecer o papel que
esses animais desempenham na propagacdo de bactérias com risco zoonotico, tornando-se
clara a necessidade de mais estudos acerca da interacdo entre estes microrganismos com a

saude publica.
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