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OCORRENCIA DE Salmonella sp. NA CLOACA DE REPTEIS DE COMPA-
NHIA

OCCURRENCE OF Salmonella sp. IN THE CLOACA OF COMPANY REPTILES
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RESUMO

Cobras, tartarugas e lagartos estdo cada vez mais proximos dos humanos, pois estdo sendo mais procurados para serem
criados como animais de companhia. Esses animais possuem uma série de microrganismos em sua microbiota, entre eles a
Salmonella sp. A Salmonela é uma bactéria da familia das Enterobactérias e ¢ uma das principais responsaveis por surtos de
toxi-infecgdes alimentares, e por isso muito importante para a saude publica. Neste trabalho foi avaliada a ocorréncia de
Salmonella sp. em répteis criados como animais de estimagdo em atendimentos na Clinica Escola do UNIFESO. Para a
obtencdo das amostras foi realizada a confeccdo de um swab com uma haste de nylon, menos que o convencional para
proporcionar conforto aos animais. No total foram coletadas 20 amostras, sendo 8 jabutis, da espécie Chelonoidis carbonaria
e 12 serpentes da espécie Pantherophis guttatus. Dos meios de cultura utilizados aqueles que melhor isolaram essa bactéria
foram o MacConckey e o Salmonella-Shigella. No TSI, 10% se mostraram suspeitas. Esse resultado mostra a importancia da
higiene das maos ap6s o contato direto e indireto com esses animais a fim de prevenir os riscos de contaminagao.

Palavras Chave: Répteis. Salmonella. Microorganismos.

ABSTRACT

Since snakes, turtles and lizards have become companion animals, they are closer than ever in contact with humans. These
animals have microorganisms like Salmonella sp in their microbiota. Salmonella is a bacteria in Enterobacterias family which
is a major concern for public health as it is a major cause of outbreaks of food poisoning. In this work, reptiles raised as pets
in attendance at the UNIFESO School Clinic were tested for the occurrence of Salmonella sp.. In order to insurance the
comfort of the animal, a smaller swab was made with a nylon rod. In total, 20 samples were collected, 8 jabutis of the species
Chelonoidis carbonaria and 12 snakes of the species Pantherophis guttatus. Out of the culture medias used, the best at isola-
tomg this bacterium were MacConckey and Salmonella-Shigella. At TSI, 10% were suspicious. The results show the im-
portance of hand hygiene after direct and indirect contact with these animals in order to prevent the risks of contamination.
Keywords: Reptiles, Salmonellae. Microorganisms

INTRODUCAO:

A classe Reptilia ¢ representada por quatro or-
dens: Chelonia, Squamata, Crocodylia ¢ Rhyncho-
cephalia (1) compreendendo mais de 7780 espécies
(2). Os primeiros répteis apareceram a cerca de 300
milhdes de anos, na Era Paleozoica (3). As salmone-
las pertencem a um gé€nero de bactérias Gram-nega-
tivas altamente diverso (4) que contém mais de 2600
sorovares (4,5) e causa a salmonelose, uma doenca
infecto-contagiosa, mundialmente difundida que
acomete varias espécies de animais domésticos, sel-
vagens e o homem. O reservatorio para o género Sal-
monella ¢ o trato gastrointestinal de animais de san-
gue quente e frio. As fontes de infeccao incluem solo

contaminado, vegetacdo, agua e componentes de ali-
mentos para animais (como 0ssos, carne ¢ farinha de
peixe), particularmente aqueles que contém consti-
tuintes derivados de leite, carne ou ovo ¢ as fezes de
animais infectados (6). A salmonelose pode ocorrer
quando a bactéria invade tecidos extra-entéricos, ge-
ralmente em casos imunossupressdo. O stress ¢ a
principal causa do problema em répteis de estima-
¢do, como consequéncia de problemas de manejo
como: alimentagao inadequada, temperatura ambien-
tal muito baixa, espago restrito, desidratacdo, ex-
cesso de animais no recinto, transporte prolongado,
administra¢do excessiva e¢/ou prolongada de drogas
imunossupressoras, entre outros (7). A quantidade de
répteis criados como animais de estimag¢ao aumentou
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e consequentemente o risco de infec¢des transmiti-
das por estes animais também cresceu. De acordo
com Harris e colaboradores (8), a salmonelose em
humanos associada a tartarugas foi descrita pela pri-
meira vez nos Estados Unidos em 1963, embora te-
nha sido relatado na Gra-Bretanha mais de 10 anos
antes. Humanos podem infectar-se com Salmonella
por contato direto e/ou indireto com fezes de répteis;
foi demonstrado que simplesmente ter um réptil no
ambiente familiar aumenta o risco de infec¢do (9).
Infecgdes por Salmonella associadas a répteis sao
mais provaveis a desencadear doencga invasiva (10),
mais comumente leva a hospitalizagao (11) e com
maior frequéncia envolvem bebés (9) do que outras
infecgdes por Salmonella (10). A salmonelose dos
animais pode ser controlada através de estrita aten-
¢do aos protocolos para reduzir a propagacdo de
qualquer agente contagioso que possa ser encontrado
nas fezes a hospedeiros suscetiveis (6). Tratar infec-
¢oes por Salmonella sp. ou ndo gera polémicas, pois
a ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos é co-
mum (12). Além do mais, o tratamento pode somente
evitar a excre¢do das salmonelas no ambiente, e ndo
a eliminar do animal, dificultando a avaliagdo da efi-
cacia do tratamento (13). Portanto, se um animal po-
sitivo para Salmonella sp. ndo apresentar sinais cli-
nicos, o tratamento ndo ¢ justificado (7,12). Reco-
menda-se a utilizacdo de antimicrobianos somente
nos casos de doenca ativa (14). Os dados sobre a
transmissdo de doengas entre pessoas e répteis sao
escassos no Brasil, ao contrario do que ocorre em pa-
ises desenvolvidos como os Estados Unidos, que
possuem sistemas eficientes de notificacdo de doen-
cas infecciosas (14).

OBJETIVOS:

Este trabalho objetivou verificar a ocorréncia de
Salmonella sp. em répteis criados como pet, em fun-
¢do do aumento do nimero de animais criados como
tal, bem como o risco que pode submeter a popula-
¢do humana a contaminagao por salmonela.

METODOLOGIA:

Este trabalho dispensa a aprovagdo da CEUA, de
acordo com o deliberado na contextualiza¢do do
anexo da Resolugdo Normativa n® 22 (25/6/2-15) do
CONCEA.

Coleta das Amostras: Os animais utilizados neste
experimento sdo criados como pet, no momento da
coleta estavam saudaveis e ndo apresentavam sinais
de quaisquer enfermidades, sejam elas parasitarias
ou infectocontagiosas. No total, foram coletadas 20
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amostras, sendo 8 jabutis, todos da espécie Chelonoi-
dis carbonaria e 12 serpentes da espécie Panthe-
rophis guttatus. As coletas foram realizadas nos dias
08/06/2019, 10/06/2019 ¢ 02/07/2019, na Clinica Es-
cola do UNIFESO, ap6s passarem por um atendi-
mento clinico. Esta coleta foi realizada com o auxilio
de um swab de produgdo propria. Depois de esterili-
zado o swab foi introduzido por via cloacal, mantido
e rotacionado dentro da cloaca do animal por aproxi-
madamente trinta segundos, imediatamente acondi-
cionados em meio de transporte Stuart, sob refrige-
racdo e analisadas no laboratorio de Microbiologia
Veterinaria da préopria instituicao.

Confeccao dos Swabs: Estes swabs foram confec-
cionados para garantir melhor conforto para os ani-
mais na hora da coleta, ja que a anatomia deles ndo
proporciona um bom uso de swabs convencionais,
mais ainda quando esses sdo filhotes. As hastes sdo
flexiveis e de nylon (Figura 1 A). Foram obtidas atra-
vés de uma vassoura comprada exclusivamente para
esse fim. Depois de cortadas, as hastes foram passa-
das no bico de Bunsen a fim de formar um pequeno
abaulamento em uma das extremidades (Figura 1 B),
com o objetivo prender o algodao (Figura 2). A quan-
tidade de algoddo foi ajustada conforme a necessi-
dade, e este foi utilizado apenas para cobrir a termi-
nacdo. Antes de realizar a coleta foi necessario
agrupa-los de trés em trés, em envelopes esteriliza-
Vveis para que possam passar por €sse processo na au-
toclave (Figura 3). A esterilizagdo ocorreu em auto-
clave vertical a 121°C por 15 minutos.

Isolamento e Identificacdo das Bactérias: Para fa-
vorecer o crescimento Salmonella sp. as amostras fo-
ram incubadas em caldo Tetrationato enriquecido
com 1,5ml de soluc¢do de verde brilhante a 0,1% e
com 3ml de iodo-iodeto de potassio. Esta mistura
modificou a coloracdo do caldo TT, originando um
caldo de coloragdo turquesa. O objetivo de realizar
esta preparagdo € fazer um enriquecimento seletivo.
Depois de adicionados o iodo-iodeto de potassio e a
solucdo de verde brilhante ao caldo tetrationato, o
mesmo foi separado em tubos contendo 5ml da solu-
¢do em cada. Cada tubo foi identificado e os swabs
com as amostras foram inseridos nos tubos e ficaram
na estufa & 37°C por 24 horas. Apds a incubagdo as
amostras foram semeadas em placas com agar Sal-
monella-Shigella (SS), agar Xilose Lisina Desoxi-
lato (XLD), e agar MacConkey (MC), pelo método
do esgotamento depois incubadas em estufa bacteri-
ologica a 37+1°C por 18 a 24 horas. Apos esse peri-
odo, as placas com crescimento de colonias mistas,
que também apresentaram coldnias sugestivas de
Salmonella sp. foram repicadas nos mesmos agares
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para um melhor isolamento. Quanto a testes bioqui-
micos, as colonias suspeitas foram inoculadas em tu-
bos contendo agar Triple Sugar Iron (TSI) inclinado.
A semeadura ocorreu com o auxilio de uma agulha
bacteriologica, a colonia ¢ introduzida até a profun-
didade do agar, furando o centro da gelosa e depois
a amostra ¢ estiada na superficie inclinada. Os tubos
foram identificados e permaneceram na estufa a
37°C por 24h.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Neste estudo, nao foi utilizado meio de pré-enri-
quecimento pois ndo haviam condigdes desfavora-
veis ao crescimento de Salmonella spp. no momento
da coleta. Esta agdo também se justifica pelo fato de
que de acordo com Siebeling, Neal e Granberry (15)
o pré-enriquecimento com caldo de lactose antes do
enriquecimento em caldo tetrationato reduz a recu-
peracao de Salmonella de tartarugas. Porém Mitchell
e Shane (16), inferem que, a 4gua peptonada quando
utilizada como meio de pré enriquecimento permite
aumentar a possibilidade de recuperagao de bactérias
pertencentes ao género Salmonella sp. que estiveram
submetidas a condigdes menos favoraveis no periodo
apods a coleta. O meio de enriquecimento escolhido
foi o caldo tetrationato com adic¢do de verde brilhante
e iodo-iodeto de potassio, das 20 amostras que foram
coletadas, apenas 10% nao apresentaram cresci-
mento. Siebeling, Neal e Granberry (15), descreve-
ram que existem 4 meios recomendados para o iso-
lamento de Salmonela sp. que sao, o caldo tetratio-
nato com ou sem verde brilhante, caldo semissélido
Rappaport-Vassiliadis modificado e caldo Selenito.
Freschi, Carvalho e Oliveira (17) corroborados por
Paiva e colaboradores (18) afirmam que escolher o
melhor caldo para identificacdo ou recuperagdo de
Salmonella de amostras de fezes muitas vezes ¢ difi-
cil devido, principalmente, devido a falta de resulta-
dos conclusivos a esse respeito o que ficou claro
neste trabalho pois os resultados obtidos ndo estao de
acordo com aqueles até entdo publicados. O caldo de
enriquecimento deve ser selecionado entdo com base
nas subespécies de Salmonella a serem identificadas,
ja que cada um possui sua respectiva limitagdo. De
acordo com Mitchell e Shane (16) o caldo tetratio-
nato pode inibir a multiplicagdo de certos sorotipos
de Salmonella se a quantidade de bactérias na amos-
tra for muito pequena, ja Smith (1952) afirma que o
Selenito F ¢ toxico para alguns sorotipos, como por
exemplo a Salmonella Choleraesuis, e ainda, que o
Rappaport ndo permite uma boa recuperagdo de sal-
monelas do subgrupo IIl. Desta forma, Mitchell e
Shane (16) disseram que para aumentar as chances
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de recuperagao da bactéria a utilizagao paralela de 2
caldos de enriquecimento ¢ o mais recomendado.
Cada uma das 18 amostras que restaram foram pla-
queadas em dgar Desoxicolato-Lisina-Xilose
(XLD), Salmonella-Shigella (SS) e MacConkey
(MC) simultaneamente. As amostras que apresenta-
ram crescimento de coldnias tipicas de Salmonella
sp. de acordo com o meio de cultura utilizado, estdo
demonstradas na Tabela 1. E possivel inferir que 16
amostras (80%), tiveram crescimento de coldnias ti-
picas de Salmonella sp. em pelo menos um dos trés
agares utilizados e que 25% das amostras apresenta-
ram este comportamento em todos eles. Nascimento
e colaboradores (19), constataram que os meios de
plaqueamento, sem distin¢do sdo eficientes para o
isolamento de Salmonella quando as amostras testa-
das contém alta concentracdo da bactéria, mas con-
forme a quantidade de patogenos na aliquota diminui
as diferencas estatisticas dos meios comegam a se
acentuar. No presente trabalho essa informacao foi
corroborada, ja que o crescimento em todos os agares
foi semelhante. Neste trabalho 40% das amostras se-
meadas em agar XLD formaram col6nias com carac-
teristicas fenotipicas do género Salmonella (Tabela
2). Quinn e colaboradores (20) descrevem estas co-
l6nias tipicas como sendo vermelhas (reagdo alca-
lina) com centros pretos devido a producdo de HaS.
Mitchell e Shane (16), classificam o XLD, no isola-
mento de Salmonella sp., como um agar de seletivi-
dade média a alta, assim como o Xylose-Lysine Ter-
gitol 4 (XLT4), Rambach e Salmonella-Shigella
agar. Aqui este resultado néo se confirmou, ja que foi
o emprego deste agar resultou na menor taxa de re-
cuperagdo. No agar MacConkey, 50% das amostras
tiveram crescimento de coldnias tipicas, (Tabela 2)
ou seja, de acordo com Quinn e colaboradores (20),
transparentes. McVey, Kennedy e Chengappa (6)
observaram que este agar € descrito como 1til para
realizar isolamentos de bactérias entéricas, como € o
caso da Salmonella. Esses dados coincidem com os
resultados obtidos no presente estudo, pois o agar
MacConkey, se mostrou superior ao XLD. J& Flo-
wers e colaboradores (21), relataram em seus estudos
que o agar MC ¢ considerado o meio que oferece me-
nor chance de isolar Salmonella, ndo sendo corrobo-
rado pelo presente trabalho. O agar SS foi responsa-
vel por 50% dos isolamentos no presente trabalho
(Tabela 2), concordando com a literatura ja que nos
estudos de Cox e colaboradores (22), este agar foi
superior aos demais no numero de amostras confir-
madas. Mitchell e Shane (16), classificam este agar
como sendo de média a alta seletividade para Salmo-
nella sp. e Littell (23) cita que as colonias tipicas de
Salmonella sp. neste agar sdo beges com ou sem o
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centro negro. Nos seus estudos, Quinn e colaborado-
res (20) afirmam que a maioria das espécies de Sal-
monella quando inoculadas em agar TSI formam o
seguinte padrdo: rampa vermelha, com fundo ama-
relo e producgdo de H»S. A Figura 4 demonstra este
padrio e, através dele € que foi constatada o compor-
tamento bioquimico tipico das Salmonelas no pre-
sente trabalho. Sendo assim foi identificado que 20%
das amostras analisadas apresentaram comporta-
mento tipico no TSI. Contudo, este valor percentual
de isolamentos ¢ considerado baixo, pois Chiodini e
Sundberg (13) estimam uma prevaléncia de 83 a
93% desta bactéria nos répteis, dependendo do mé-
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todo de diagnostico utilizado. Carvalho (14) reco-
menda que sejam realizadas vérias coletas periddicas
para um resultado mais confiavel. Como as amostras
foram obtidas em consultas ndo foi possivel realizar
as coletas subsequentes como recomenda Carvalho
(14). Porém Fornazari e Teixeira (12) relatam que
um resultado positivo para o isolamento de Salmo-
nelas em fezes de animais ndo significa, impreteri-
velmente, que ela seja a responsavel por causar uma
doenga, uma vez que a sua presenga ¢ frequente no
trato gastrointestinal destes animais. O contrario
também ¢ afirmado por estes autores, que dizem que
um resultado negativo ndo expressa a auséncia do
patogeno, ja que a excregdo deste ¢ intermitente.

Figura 1 - Confecgdo dos swabs: A) Vassoura da qual foram obtidas as
hastes; B) Hastes depois de passarem pelo Bico de Bunsen
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Figura 2 - Swabs prontos

Figura 3 - Swabs esterilizados
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Tabela 1: Amostras com crescimento de colonias tipicas de Sal/monella
sp. de acordo com o meio utilizado

MC XLD SS
4 3
) 5
6 6 6
7 9 8
11 11 11
12 12 12
13 13 13
14 14 17
16 19 18
20 20 20

Tabela 2 - Numero de placas coldnias tipicas de Salmonella
sp. de acordo com o meio de cultura utilizado

XLD MC SS
n % n % n %
8 4 1 5 1 50

Figura 4- Demonstragdo de reagdo positiva a
Salmonella sp. em agar TSI

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Foi possivel recuperar Salmonella sp. de 10% dos

animais estudados neste trabalho.
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