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RESUM O GERAL

O Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) foi criado
em 1989 por um grupo de pesquisadores da Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho — UNESP, com a finalidade de promover a pesquisa
basica, aplicada e tecnologica das pe¢conhas ofidicas. Esse estudo teve como
objetivo elaborar uma proposta para a implantacdo de um programa de
manutencdo em catveiro mais efciente, visando a sobrevida das serpentes e a

independéncia de animais provenientes da natureza. Para tanto, fo necesséria
a construgcdo de um sistema de cadastro de serpentes, a avaliagdo da infra

estrutura e manejo utilizados, e a analise microbiolégica de cada regime
adotado. Foi observado que o Banco de Dados on line possbilita a organizagéo
dos dados e permite a rastreabilidade da pegconha O cativero intensivo apesar
de proporcionar facilidade na vistoria dos animais necessita de modificac 6es na
infra estrutura e manejo. No cativeiro semi-extensivo, foi observado que as
instalagcbes facilitam o manejo dos animais, necessitando apenas de
adequacfes nos aguecedores. No biotério de roedores sdo necessarias
diversas mudancas estruturais, controle de temperatura, umdade, tratamento
da racdo, maravalha e agua oferecida aos animais. Na analise microbiologica,
ndo foi observada diferenca na frequéncia de bactérias entre as espécies, mas
ocoreram diferengcas entre os diferentes regimes de cativeiro utilizados, com

destaque para o cativeiro intensivo. O solamento de patencial patégenocs nas
amostras das serpentes estudadas apesar de ndo ser sinébnimo de doenca, foi

considerado importante no processo de avaliagdo do tipo de manejo utilizado,
considerando as numerosas condicbes estressantes proporcionadas pelo
ambiente do cativero e o carater oportunista desses agentes. Os resuktados
sugerem que o tipo de manejo adotado influencia na contaminacdo do
ambiente utilizado pelos animais. Apesar de o sistema intensivo ser o método

tradicionalmente utilizado na manutencao de ofidios destinados a producédo de
peconha, 0 sistema semi-extensivo pode ser mais apropriado para este fim.

Palavras-chave: serpentes, mangjo, cativeiro, microbiologia
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GENERAL ABSTRACT

The Center for the Study of Venoms and Venomous Animals (CEVAP) was
founded in 1989 by a group of researchers fromthe Sao Paulo State University
— UNESP, with the objective of promoting basic, applied, and technological
research of snake venoms. The purpose of the present study was to develop a
implementation program proposa for a more efficient captiviy maintenance,
aiming to extend the snakes’ life expectancy and the independence of animals
brought from the wild. Therefore, it was necessary to build a snake registry
system, an infrastructure and handling procedures evaluation, as well as a
microbiological profile evaluation of each captivity environment adopted. It was
observed that an on line data bank allov s arrangement of the data as well as
thetraceability of the venom. Although intensive captivity enables easy check of
the animal, it demands modifications in the infrastructure and handling. In semi-
extensive captivity t was observed that the facilities meet all the structure and
safety requirements in addition to making the animals’ handling easier. In the
rodents’ the biotery, several structural changes are needed besides
temperature and humidity control, feed treatment, saw dust and water. In the
microbiological analysis, it was observed a difference in the frequency of
bacteria between the species, but also between the distinct captivity
environments used, w ith special remarkto the intensive captivity. Even though
the presence of pathogens does not mean lilness, the isolation of potential
pathogens in the snakes’ samples analyzed was considered important in the
evaluation process of the type of handling used, considering the numerous
stressng condiions promoted by the captivity environment and the
opportunistic character of these agents. Results suggest that the type of
captivty adopted influences in the contamination of the environment used by
the animals. Even though the intensive system is the method traditionally used
in maintaning snakes for the production of venom, the semi-extensive system
can be more appropriate for this purpose.

Key words: snakes, handling, captivity, microbiology
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INTRODUCAD GERAL

CAPITULO 1



introduglio Geml

Michelle vanessa campagner

RESUMO

Os viperideos representam o grupo de serpentes mais importante para
a saude pablica, sendo causadores da maioria e dos mais graves acidentes
ofidicos registrados. Aléem da producdo do soro antiofidico, as peconhas
ofidicas tém sido utilizadas para a elucidagdo de processos hiologicos
complexos, na elaboracdo de novas ferramentas de uso terapéutico, producao
de novos farmacos e imunobioddgicos. O CEVAP (Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos) foi criado em 1989 por um grupo de
pesquisadores da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, com a finaidade de promover a pesquisa basica, aplicada e
tecnolégica das peconhas ofidicas. No inicio a estrutura era constituida de
apenas uma quarentena, um pequeno biotério de roedores e quatro baias. No
final de 2005 os pesquisadores do CEVAP iniciaram a ocupagdo da nova Sede
no campus Lageado e a estrutura do serpentario conta atuamente com
Recepcdo e Quarentenarios, Serpentarios Intensivo e Semi-extensivo e
Biotério de Roedores. O plantel de serpentes do CEVAP é formado atualmente
por cerca de 500 animais doados pela Policia Florestal, Corpo de Bombeiros,
Policia Militar, Vigilancia Sanitaria e fazendeiros da regido de Botucatu. Devido
ao declinio no recebimento das serpentes, o Setor de Herpetologia do CEVAP
percebeu a necessidade de estudos na area de manuten¢do em cativeiro, com
a finalidade de buscar a auto-suficiéncia. O objetivo desse estudo foi elaborar
uma proposta para aimplantagdo de um programa de manutencédo em cativeiro
mais eficiente. Para tanto, foi necessario avaliar os diferentes regimes de
cativeros adotados pelo Centro, além de apontar os problemas envolvidos na
infra estrutura e manejo utilizados, com a finalidade de aumentar o bem-estar e
sobrevida dos animais e melhorar a qualidade e quantdade de peconha

produzida.

Palavras-chave: serpentes, cativeiro, CEVAP
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma riquissima ofidiofauna, com 371 espécies divididas
em 76 géneros e 10 familias g Apesar dos esforgos de tradicionais instituic 6es
e especialistas no assunto, muitas espécies dessa fauna sdo ainda mal

conhecidas ou pouco estudadas 2

Recentemente foi sugerda alteracdo dos géneros dos principais
viperideos causadores de acidentes no Brasil. As Crotaus, popuarmente
conhecidas como cascavéis, atualmente s3o referidas como Caudisona “*. As
Bothrops, representadas pelas urutus, caigacas, jararacas e jararacas-do-rabo-
branco, atualmente sédo conhecidas como Rhinocerophis aternatus, Bothrops
moojeni, Bothropoides jararaca e Bothropoides pauloensisl’4. Nesse estudo foi
considerada a nova nomenclatura

Os viperideos representam o0 grupo mais importante para a saude
publica, sendo causadores da maioria e dos mais graves acidentes ofidicos
registrados °. Em 2008 no Brasil foram natificados 26.905 acidentes, sendo o
“grupo Bothrops” (Bothrops, Bothropoides e Rhinocerophis) responsavel por
735% das natificagdes, seguido do género Caudisona (7,5%), Lachesis (3%) e
Micrurus (0,7%). As serpentes consideradas ndo pegconhentas foram

responsaveis por 3,5% dos acidentes e 118% dos casos ndo foram
identificados °.

As peconhas ofidicas sdo misturas heterogéneas complexas contendo
proteinas que correspondem de 90 a 95% do peso seco do veneno, muitas das
quais com atividades enzimaticas °. Além disso, podem conter peptideos,
carboidratos, lipideos, aminas biogénicas e componentes inorganicos como
sodio, célcio, potassio, magnésio e pequenas quantidades de metais como
ferro, zinco, cobalto, manganés e niquel 10

Além da producdo do soro antiofidico, as pegonhas ofidicas tém sido

utilizadas para a elucidacéo de processaos bioldgicos complexos, na elaboracéo
3
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de novas ferramentas de uso terapéutico, producdo de novos farmacos e

. VO 11-17
imunobiologicos .

O CEVAP (Centro de Estudos de Venenos e Animais Pe¢onhentaos) foi
criado em 1989 por um grupo de pesquisadores da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Flho — UNESP, com a finalidade de promover a
pesquisa basica, aplicada e tecnolégica das peconhas ofidicas '8 Para tanto,
foi necesséria a implantagdo de um programa de manuteng&o de serpentes em
cativero para a obtengcdo de matéria-prima. No inicio a estrutura era constituida

de apenas uma quarentena, um pequeno biotério de roedores e quatro baias.

No final de 2005 os pesquisadores do CEVAP inciaram a ocupacdo da
nova Sede Administrativa e de Pesquisa com cerca de 2.000 m° de area

construida dentro da area de 15.323,65 m” doada pela Faculdade de Ciéncias
Agron6micas, na Fazenda Experimental Lageado, Campus de Botucatu. A

estrutura do serpentario conta atuamente com Recepcdo e Quarentenariocs,

Sermpentérios Intensivo e Semi-extensivo e Biotério de Roedores.

O plantel de serpentes do CEVAP é formado atualmente por cerca de
500 animais doados pela Policia Florestal, Corpo de Bombeiros, Policia Militar,
Vigilancia Sanitéria e fazenderos da regido de Botucatu. Cabe ressaltar que

ndosao realizadas campanhas para captura dos animais.

O nimero de serpentes doadas ao CEVAP diminui a cada ano. Devido a
esse declinio no recebimento das serpentes, o Setor de Herpetologia percebeu
a necessidade de estudos na area de manutencdo em cativeiro, com a
finalidade de buscar a auto-s uficiéncia.

O objetivo desse estudo foi elaborar uma proposta para a implantagdo
de um programa de manutengdo em cativeiro mais eficiente. Para tanto, foi
necessario avaliar os diferentes regimes de cativeiros adotados pelo Centro,
além de apontar os problemas envolvidos na infra estrutura e manejo
utilizados, com afinalidade de aumentar o bem-estar e sobrevida dos animais e

melhorar a qualidade e quantidade de pe¢conha produzida
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1.2 OBJETIVO GERAL

Avadliar a infra estrutura, 0 manejo e comparar a microbiota de serpentes

peconhentas mantidas em diferentes regimes de cativeiro no Centro de

Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP — CEVAP, Campus de
Botucatu.

1.2.1 Objetivos especfificos

Elaborar um sistema de cadastro de serpentes por meio de um Banco de
Dados online;

Descrever a estrutura fisica do serpentério e propor melhorias nas suas
instalagdes;

Avadliar o manejo das serpentes peconhentas mantidas em dferentes
regimes de cativeiro;

Identificar e comparar a microbiota bacteriana e leveduriforme presente
nas escamas, cavidade cloacal, cavidade oral e peconha de
Bothropoides jararaca e Caudisona durissa terrifica recém capturadas, e

aquelas mantidas em diferentes regimes de cativeiro;

Identificar por seqienciamento de rDNA a microbiota leveduriforme
presente nas amostras de escamas, cavidade oral, cloacal e peconha
das serpentes mantidas em diferentes regimes de catieiro;

Avaliar a susceptibilidade “in vitro” das bactérias isoladas da cavidade
oral e peconha frente a diferentes antimicrobianos;

Sugerr melhorias no manejo das serpentes mantidas emcativero.
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RESUMO

Um banco de dados biolégico tem como principal objetivo integrar e consultar
0s elementos resultantes de pesquisas de um projeto bioldgico de forma
otimzada. O objetivo desse estudo fo elaborar umsistema de cadastro para as
serpentes mantidas no CEVAP, possibilitando o armazenamento, organizacao,
eficiéncia e rapidez na distribuicdo e consulta de dados. Para a construgdo do
banco de dados online foi wilizado o Sistema Relacional SQL Server e a
inguagem ASP. O banco de dados foi baseado nas informacbes sobre a

espécie, procedéncia e dados biométricos das serpentes. Foram incluidas 786
serperntes, sendo a Caudisona durissa terrifica a espécie mais abundante

(n=594). As serpentes registradas foram provenientes principalmente da cidade
de Botucatu, possivelmente devido a localizagcdo do CEVAP. O ambiente de
coleta mais registrado para a grande maioria dos viperideos foi pastagem,
provavelmente devido aos tipos de habitat ocupados por essas espécies. Os
meses de Mar¢co a Maio apresentaram maior nimero de registros de serpentes
corroborando o pico de atividade da maioria dos viperideos tropicais. Nos
primeiros 12 meses de cativeiro ocorreu alta mortalidade entre as especies de
Micrurus spp e B. jararacussu, provavelmente devido a sindrome da ma
adaptacdo em cativeiro. O cativero intensivo foi responsavel pelo maior
namero de o6bitos entre C. d. terrifica, sugerindo que a auséncia de gradientes
de temperatura, privacdo de banhos de sol e 0 manejo constante expde as
serpentes a permanente estresse cronico, aumentando a mortalidade dos
animais nesse sistema. Recordes de longevidade foram observados em
Bothrops moojeni e Bothropoides jararaca. Apesar dos animais que ocupam
areas abertas apresentarem maior toeréncia as alteracbes ambientas, a
umidade mantida no serpentario intensvo merece ser reavaliada, pois parece

favorecer a longevidade de serpentes encontradas em areas mais florestadas.

Palavras-chave: banco de dados online, serpentes, cativeiro
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2.1 INTRODUCAO

A bionforméatica envolve aspectos multidisciplinares, intimamente
ligados ao conhecimento bioldgico, fundamentais no momento atual em que as
pesquisas ressaltam o seu valor e utilidade para a Ciéncia *. Suas aplicac des
sdo variadas, seja no diagnéstco de doenca, deservolimento de novos
farmacos, ou analise dos dados originados de genomas sequenciados, a partir

da utilzacdo de algoritmos para as sequéncias de DNA e

A crescente aplicagdo da tecnologia de informagcdo nas ciéncias
bioldbgicas conduz a uma mudanca fundamental na maneira como a pesquisa
biolégica é realizada’. A tendéncia, portanto, é armazenar informagdes

biologicas brutas detodos os tipos em banco de dados 2

Normal mente nas colegdes bioldgicas, sejam museus, herbérios, bancos
de germoplasma e serpentarios, as informacdes ficam armazenadas em fichas

e livros deregistro e geralmente representam um recurso subutilizado devido a

dificuldades para a sua recuperacéo de forma eficiente >0

Em estudos realizados na area de toxinologia, os dados biol6gicos das
sempentes sdo extremamente importantes devido a diferenca na composicéo e

atividade das peconhas ofidicas ’. Essas diferencas sé&o relatadas por varios

8-1 12-14

autores e pode ser observada em niveis ontogenético , sexual ,

1516 1316,17

geogréfico , nter e intraespecffico e pode ser influenciada pelo tempo

decorrido entre uma extracdo de peconha e a imediatamente anterior #°,

Portanto, o objetivo desse estudo foi elaborar um sistema de cadastro
para as serpentes mantidas no CEVAP, possbilitando o armazenamento,

organizagao, eficiéncia e rapidez na distribuicdo e consulta de dados. Dessa
maneira, foi possivel que a peconha produzida fosse rastreada, viabilizando a
disponibilzacdo de venenos certificados, com garantia de origem e qualidade.

10
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2.2 OBJETIVO

O presente capitulo teve como objetivo elaborar um sistema de cadastro
de serpentes por meio de um banco de dados online, com a finaidade de
organizar sistematicamente as informagdes sobre as serpentes mantidas no

Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos — CEVAP.

2.3MATERIAL EMETODOS

2.3.1 Banco de Dados online

Foi construido um sistema de cadastro de serpentes por meio de um
Banco de Dados a fim de possibilitar maior controle de recebimento e 6bitos

dos animais mantidos nos diferentes setores do CEVAP.

Para a construgdo do Banco de Dados online, foi utilizado o Sistema
Gerenciador de Banco de Dados Relacional SQL Server. A criagdo do banco e
suas tabelas foram efetuadas por meio da linguagem ASP. A empresa Visual

Informatica foi responsavel pela elaboracdo do banco de dados.

O Banco de Dados foi baseado nas informagdes contidas nas Fichas de
Registros utlizadas no processo de cadastramento dos animais. Foram
consideradas as informacdes relacionadas a espécie, procedéncia, dados
biométricos, data de recebimento e coleta, informagdes sobre o coletor e
ambiente de coleta (Figura 2.1).

O sistema foi alimentado diariamente com as informagdes contidas no
livro de Registro de Serpentes que deram entrada no Serpentario no periodo
de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2009.

11
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Figura 2.1. Fcha de InformacBes do Banco de Dados online
para cadastro das serpentes

2.3.2 Andlise estatistica

Os dados cadastrados no Banco de Dados foram analisados utilizando-
se tabelas de freqUéncia absoluta (n) e percentual (%), andlse de varidncia
(ANOVA) e teste “t"de Student

12
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Espécies

No periodo de estudo, foram incluidas 786 serpentes distribuidas em

duas familias e oito espécies (Tabela 2.1). O ano de 2004 foi responsavel pelo

maior numero de registros para todos os viperideos analisados. No periodo de

estudo, a Caudisona durissa terrifica foi a espécie mais abundante (n=594),

seguida de Bothropoides jararaca (n=100). A serpente Micrurus coralinus foi

responsavel por um dnico registro e a Bothrops jararacussu por somente dois

registros (Tabela 2.2).

Tabela 2.1. Espédes de sempentes cadastradas no Banco de

Dados entre Janeiro de 2004 e Dezembro de 2009.

Fam lia Espécie N
Viperidae Bothropoides jararaca 100
Bothropoides pauloensis 50
Rhinoc erophis alternatus 18
Bothrops jararacussu 2
Bothrops moojeni 16
Caudisona durissa terrifica 594
Bapidae Micrurus corallinus 1
Micrurus lemniscatus 5
TOTAL 786

N: nimero de animais; %: percentagem emrelagdo ao nimerototal de

animais

%
12,72
6,36
2,3
0,25
2
75,6
0,12
0,65
100

13
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Tabela 2.2. Distiibuicdo dafrequénciaabsluta (n) e relativa (%) das e pédesde
serpente s cadastradas no Banco de Dados entre Janeiro de 2004 e Dezembro de
20009.

Espécies 2004 2005 2006 2007 2008 2009 Total

Both ides | n 30 23 16 10 11 10 100
othropoides Jararaca % 0 23 16 10 11 10 12,72

. . n 12 12 8 6 8 4 50

Bothropoides pauloensis

% 24 24 16 12 16 8 6,36

Bothrops jararacussu n 1 0 0 0 0 1 2
% 50 0 0 0 0 50 025

n 5 5 3 1 1 1 16

Bothrops moojen % 3125 3125 1875 625 625 625 203

n 134 123 95 100 63 79 594
% 2255 207 16 1685 10,6 133 7557

Caudisonadurissa terrifica

Micrurus corallinus n 0 0 ! 0 0 0 L
% 0 0 100 0 0 0 0,14
Micrurus lemniscatus n 0 0 ! . . 2 5
% 0 0 20 20 20 40 0,64
n 6 5 1 3 1 2 18

Rhinocerophis alternatus % 3333 278 5.5 1666 555 1111 229

n: freqiiéncia absoluta; % fregliéncia percentual

Foi observado a0 longo do periodo de estudo, um declinio anual no

niamero de registros para todos os viperideos analisados, com destaque para
Bothropoides jararaca e Caudisona durissa terrifica (Figura 2.2).

/

ﬁg ~
140 \

\ \\ ===NUmero de Registros
100 Se—" \\)< ===Nimero de Registros - C.d.terrifica
\/ Nimero de Registros - B.jararaca

— Linear (NUmero de Registros)

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Fgura 2.2. Ndmero de registros de serpentes peconhentas cadastradas no Banco
de Dados de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2009.
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2.4.2 Procedéncia

As serpentes registradas foram provenientes de 39 cidades do interior
do Estado de Sdo Paulo (Figura 2.3). A cidade de Botucatu foi a mais
expressiva no envio, com 279 serpentes, seguida pela cidade de Bofete com
89 e Pardinhocom 77 serpentes, respectivamente.

Figura 2.3. Procedéncia das 786 serpentes cadastradas no Banco de
Dados.

2.4.3 Am biente de coleta

Foram considerados 300 apontamentos com informagdes relacionadas
ao ambiente de coleta das serpentes. Para a espécie Caudisona durissa
terrifica, foram analsados 236 registros de ambientes de coleta, sendo areas
de pasto (24,58%) e eucadlipto (14%) os mas registrados (Figura 2.4). Para

Bothropoides jararaca foram considerados 31 registros, sendo areas de pasto
(25,8%) e pomar (16,13%) os mais abundantes (Figura 2.5).

15
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Figura 2.4. Percentagem dos ambientes de coleta registrados para
Caudisona durissa terrifica.

Figura 2.5. Percentagem dos ambientes de coleta registrados para
Bothropoides jararaca.

Foram analisados 17 registros para Bothropoides pauoensis, sendo
areas de pasto (35%) e entulho (23,53%) os ambientes mais frequientes (Figura
2.6). Para as serpentes Rhinocerophis alternatus, dos nove registros de

ambientes de coleta analsados, areas de pasto (44,45%), paiol e residéncia

16
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(ambos com 22,22%) foram os mais freguentes (Figura 2.7). Dos quatro
registros de ambiente de coleta considerados para Bothrops moojeni, foram
encontradas areas de paiol (50%), eucalipto e residéncia (ambos com 25%)

(Figura 2.8).

Figura 2.6. Percentagem dos ambientes de coleta registados para
Bothropoides pauloensis.

Fgura 2.7. Percentagem dos ambientes de coleta registrados para
Rhinocerophis alternatus.

17
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Figura 2.8. Percentagem dos ambientes de coleta regi strados para Bothrops
moo jeni.

Para serpentes do género Micrurus, os registros de ambiente de coleta
sdo referentes a areas de mata. Nao foram abtidos registros de ambiente de

coleta para serpentes B. jararacussu.

2.4.4 Sazonadidade

Os meses de Marco, Abril e Maioforamresponsaveis pelb maior nUmero
de regstros de serpentes pertencentes & familia Viperidae (Figura 2.9). Cs

elapideos foram registrados em Fevereiro (n=2), Marco (n=1), Abril (n=1) e
Maio (n=2).

18
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FHgura 2.9. Distribuicdo sazonal dos viperideos cadadrados entre Janeiro de
2004 e Dezembro de 2009.

2.4.5 Sexo

No periodo de estudo, as fémeas foram responsaveis por 404 (51,4%)
dos registros e os machos por 382 registros (48,6%) (Tabela 2.3). O teste “t de
Student” e analise de variancia (ANOVA) mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o numero de registros de machos e fémeas

de todas as espécies de serpentes (Figura 1 e Tabela 1 - Anexo Ill).

Tabela 2.3. Frequéncia de machos e fémeas de serpentes
regi stradas durante o periodo de estudo.

Espécie N(2) N(&) Total
Bothropoides jararaca 55 45 100
Bothropoides pauloensis 30 20 50
Rhinocerophis alternatus 11 7 18
Bothrops jararacussu 2 0 2
Bothrops moaojeni 8 8 16
Caudisona durissa terrifica 293 301 594
Micrurus corallinus 1 0 1
Micrurus lemniscatus 4 1 5
Total 404 382 786

N (?): nimerode fémeas; N (&): nimero de machaos
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2.4.6 Sobrevidae 6bitos

Foram analisados 308 registros referentes aos 6bitos das serpentes
peconhentas mantidas em cativeiro ntensivo no CEVAP no periodo de Janeiro
de 2004 a Dezembro de 2009. Foram consideradas somente as fichas com
datas de recebimento e 6bito contendo dia, més e ano. A média e a mediana

da sobrevida das serpentes analisadas estdo descritas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Média e mediana da sobrevida das srpentes pegonhentas
(h=308) mantidas no CEVAP no periodo de 2004 a 2009.

Serpente N=308 Meédia (dias) Mediana (dias)
Bothropoides jararaca 48 674,37 375
Bothropoides pauloensis 30 541 345
Bothrops jararacussu 2 75 75
Bothrops moojeni 10 891 1020
Caudisona durissa terrifica 199 538,94 360
Micrurus lemniscatus 5 180 180
Rhinocerophis alternatus 14 486,43 255

N: nimero de animais regstrados.

Nos primeiros 12 meses de cativeiro foram observados 52,22% de
mortalidade para C. d. terrifica, 51,02% para B. jararaca, 40% para B. moojeni,
53,33% para B. pauloensis e 78576 para R. alternatus. Foi observado que

100% das serpentes do género Micrurus vém a Obito em um periodo de seis
meses.

Foi analisado o niumero de 6bitos (n=212) que ocorreram entre 2007 e
2009 para C. d. terrifica mantida em cativero individual e cdetivo. Os testes “t
de Student” e ANOVA (analise de variancia) mostraram que houve diferenca
estatisticamente significativa entre o numero de 6bitos, sendo mais freqguiente

emcativeiro ntensivo (Figura 2.11 e Tabela 2 - Anexo lll).

N&o foi possivel a andlse do numero de Obitos para as demais
serpentes devido ao baixo numero de dados existentes.
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2.5 DISCUSSAO

Um banco de dados é um conjunto de registros dispostos em estrutura
regular e pode ser considerada uma colegcd4 de dados inter-relacionadas,
estruturados e projetados para suprr as necessidades de um grupo especifico

de aplicagdes e usuédrios *

. Um banco de dados organiza e estrutura as
informacdes de modo a facilitar consultas e atualizagcdes de dados . A
organizacdo sistematica dos dados depositados no sistema criado para
cadastro de serpentes do CEVAP aperfeicoou a precisdo das buscas de

informac des, tornando-as disponiveis de forma imediata.

A preponderancia da espécie Caudisona durissa terrifica nos registros
do presente estudo reflete sua predominancia na entrada no Serpentario e seu
padrdo de atividade em campo ? Essa superioridade de cascaveéis também é
observada em outros criadouros cientfficos da Regido Sudeste do Brasil %

A Bothropoides jararaca foi a segunda espécie de serpente peconhenta
mais registrada no banco de dados. Dentro do género Bothropoides, a espécie
B. jararaca é freqlentemente a espécie mais abundante nos institutos de

. . p . ~ 21
pesquisa localizados emsua area de dispersao “".

O pequeno nimero de registros de serpentes do género Micrurus pode

ser explcado pelo seu comportamento fossorial e baixa densidade

22,23

populacional . A captura dessas serpentes ocorreu em areas de mata,

corroborando o comportamento discreto desses animais e ocupagao de areas

florestadas %%,

A baixa frequéncia da espécie Bothrops jararacussu pode estar

relacionada a sua regido de ocorréncia, principalmente em areas de mata

fechada, dificultando assimseu encontro, captura e envio 2*.
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A redugdo no nuimero de serpentes registradas registrada nesse estudo
também foi observada por pesquisadores do Instituto Butantan ® Nas décadas
de 50, 60, 70, 80 e 90 foram recebidas 6562, 6045, 4853, 3293, 1898

Bothropoides jararaca res pectivamente 2.

O declinio do nimero de serpentes peconhentas ocorre no mundo
todo?®. Entre 1970 e 1977 foram coletadas 7330 serpentes da espécie Crotalus
horridus em Minnesota (EUA), enquanto que entre 1980 e 1987 este numero foi
reduzido para apenas 1082 serpentes 2 Reading et a, em um estudo
realizado na Europa, Austrélia e Nigéria, verificou um sério declinio em 11 das
17 populagfes de serpentes estudadas pertencentes a 8 espécies " Embora
as causas desse declinio sejam desconhecidas, acreditase que este fato
esteja relacionado a modificagdo da paisagem que antigamente era formada
por areas de mata e atualmente foi alterada por monoculturas e éreas de
pastagem *®%.

A grande maioria das espécies de serpentes das florestas tropicais
brasileiras ndo consegue sodbreviver em ambientes akerados como pastos,
plantacbes de dversos tipos ou florestas monoespecificas para extracdo de
madeira e celulose, como eucaliptais e pinherais % Por outro lado, algumas
espécies parecem se beneficiar da alteracdo de habitats causada pela acao
humana, como é o caso da cascavel (Caudisona durissa), cuja distribuicdo
geogréfica esta em constante ex pansdo 8%,

Os dados analisados apontaram a cidade de Botucatu como principal
procedéncia das serpentes registradas. Essa predominancia € provavel
consequéncia da localzacdo do CEVAP, faciitando dessa maneira, 0 acesso

dos fomecedores.

O grande namero de capturas de C. d. terrifica em &eas de pastagem

esta relacionado ao tipo de habitat ocupado por essa espécie 20,23

. Apesar de
estar associada preferencialmente as fitofisionomias abertas, nesse estudo a

espécie foi registrada em areas alteradas com presenca de mata, evento
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29

também observado por Bastos et al “°. A intensificacdo do processo de

fragmentacdo de areas florestais pode facilitar a ampliacdo na distribuicdo e o

2 Trata-se de um fato

aumento da densidade populacional de cascaveéis
relevante, uma vez que o género esta associado a aproximadamente 8% dos
acidentes causados no Brasil, além de apresentar o maior indice de letalidade

entre os acidentes of idic os registrados 30

O ambiente de coleta mais registrado para B. jararaca, B. pauloensis e
R. alternatus foi area de pastagem, fato observado para todos os viperideos
descritos nesse estudo, com excecdo de B. moojeni. Esse fato pode ser
explicado pelo tipo de habitat ocupado por essas espécies, que pode variar
desde florestas tropicais deciduas até savanas e campos abertos 233132
Apesar de B. moojeni ser a principal espécie de Bothrops dos cerrados, o
ambiente de coleta mais registrado foi area de paiol, provavelmente devido a

disponibilidade de alimento proporcionado por esse ambiente 8,

A aividade das serpentes depende de fatores associados ao clima, a
disponibildade de alimento ou a aspectos reprodutivos, os quaks interferem

pelo modo como elas exploram o ambiente 3%

. Na regiao tropical o pco de
atividade da maioria dos viperideos € unimodal e ocore entre abril e
maio”®** ¥ fato que corrobora os dados relacionados & sazonalidade das

serperntes registradas nesse estudo.

Em umcentro produtor de pegonha, a produc&do de matéria-prima de boa
qualidade é dependente da sobrevida de cada exemplar mantido em catveiro
2% Entretanto, muitas vezes sdo observadas altas taxas de mortalidade das

serpentes nos plantéis 8

Nesse estudo foi observado que a grande maioria dos viperideos
analisados, 50% dos exemplares vem a Obito nos primeiros 12 meses de
cativero, enquanto que para serpentes do género Micrurus, 100% dos animais
vem a 6bito dentro de um periodo de seis meses. Langlada39 verificou que sob
algumas condi¢des impostas pelo cativeiro, a sobrevida média de animais do
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género Crotalus nao excedia 70 dias. Leinz et al ©, reportaram o dbito de 50%

de Bothrops jararacussu nos primeiros seis meses de catveiro, mesma taxa
referida por Serapicos e Merusse ** paraMicrurus corallinus.

A dta mortaidade encontrada nos serpentarios é apontada por alguns
autores, como sindrome da méa adaptacdo em cativeiro “*®. Essa sindrome é
descrita como uma enfermidade que daflige serpentes mantidas em cativeiro,
devido ao estresse prolongado decorrente de um ambiente cativo e recusa de
alimentacdo *. 0s tecidos tendem a perder a integridade estrutural e diversas
enfermidades come¢cam a se manifestar tais como, ulcera¢8es da mucosa oral
e entérica, além de ocorrer debilidade alimentar e um aumento dos efeitos de

44

parasitismo *. Foi observado que viperideos norte americanos que nao se

adaptaram em cativero, apresentaram necrose esponténea do pancreas,
seguida de regenerag 8o deficiente ++4°.

Quanto a longevidade, recordes observados nesse estudo referemse a
Bothrops moojeni e Bothropoides jararaca. Esses dados discordam dos
encontrados por Costa et a %8 onde os maiores registros de longevidade foram
observados para serpentes que ocupam principalmente areas abertas como
Bothropoides erythromelas e Caudisona durissa. Apesar de C. d. terrifica
apresentar maior tolerancia as alteracdes ambientais, a umidade mantida no
sempentario intensivo merece ser reavaliada. A manutengdo da umidade em
torno de 60% mantida no serpentério interno do CEVAP parece favorecer a

longevidade de serpentes encontradas em areas mais “vegetadas”.

A baixa sobrevida observada na serpente da espécie Bothrops
jararacussu corroboram os dados encontrados por Leinz et al 0 & diferem dos
encontrados por Costaet d %8 s resultados sugerem que devido a ocupacédo
de areas mask florestadas, a B. jararacussu adapta-se com mais dificuldade ao
ambiente artificial docativeiro.

A sobrevida observada nesse estudo para M. lemniscatus € inferior a
encontrada por Oliveira et al *°. As serpentes do género Micrurus sdo muito
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sensiveis do ponto de vista fisioldgico, e, portanto de dificil manutengdo em

cativero.

O grande namero de Ghitos registrados no cativeiro intensivo emrelagdo
ao semi-extensivo difere dos resultados observados por outros autores 1947,
Normal mente, os 6hitos sdo menos freqlientes em cativeiro intensivo devido ao

maior controle da umidade, temperatura e alimentag&o *’.

Os resultados desse estudo sugerem que devido a auséncia de

gradientes de temperatura, impedindo a termorregulacdo 19,48

, privagcdo de
banhos de sol e 0 manejo constante do cativero ntensivo, expfe as serpentes
em constante estresse cronico, aumentando a mortalidade dos animais nesse

. 4950
sistema .

Morgan & Tromborg >t

citam a reducd& de espaco, temperatura
subotima, umidade e substrato inadequados como potenciais fontes de
estresse crénico. Enquanto o estresse agudo € considerado adaptativo,
capacitando os animais para escapar do perigo, o stress cronico por tempo
prolongado pode afetar o bem estar dos animais mantidos em cativeiro 2. 0
stress crénico pode suprimir ciclos reprodutivos 3 respostas imunes 4954

. ~ . £ ~ 53
reduzir a razéo de crescimento, além de acarretar reducao de peso .

Portanto, os resultados da andlise do Banco de Dados permitem sugerir
que o sistema aplicado no manejo dos animais mantidos em cativeiro semi-
extensivo no CEVAP é mais indicado para a manutencdo de serpentes
Caudisona durissa terrifica. Estudos futuros s@o necessarios para a avaliagao
do melhor sistema de manutenc@o para outras espécies de viperideos.
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RESUMO

Devido a grande importancia do manejo na sobrevida de serpentes em
cativero, o objetivo desse estudo foi avaliar a infra estrutura e o manejo de
diferentes sistemas adotados pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP). Para a avaliagcdo da infra estrutura, considerou-se o
tamanho das instalagcdes, materiais e equipamentos utilizados na construcdo
dos serpentérios e biotérios. Na avaliagdo do mango foram utilizados dados
relacionados a alimentacdo das serpentes e roedores, temperatura e umidade
nos serpentarios e biotério, metododoga de extragcdo de peconha e controle
sanitario dos diferentes setores. O cativeiro intensivo apesar de proporcionar
facilidade na vistoria dos animais necessita de modificacfes nas estruturas das
estantes e a instalagdo de mecanismos de controle de temperatura e umidade.
No cativero semi-extensivo, as instalagcfes além de atenderem todos os
requisitos estruturais e de seguranca, faciltam o manejo dos animais,
necessitando apenas de adequagbes nos aquecedores. O tempo de
quarentena de 270 dias é considerado adequado, embora exames clinicos
sejam necessérios para evitar a introdugdo de doengas no plantel principal. O
manejo alimentar € apropriado, sendo recomendado o controle de peso do
alimento oferecido. A metodologia uilizada na extracdo de peconha é segura
para o animal e para o extrator, além de permitr estudos individualzados. A
marcacdo das serpentes por microchipagem possbilita a identificagdo das
serpentes mantidas em cativeiro semi-extensivo. No biotério de roedores €
recomendado o controle de temperatura e umidade, autoclavagem daracéo e
maravalha, além do tratamento da agua oferecida aos animais. Deve ser
considerada a implantagcdo de um sistema de gestdo ambiental, para que seja

estabelecido um compromissocom acausa daconservacdo do meio ambiente.

Palavras-chave: infra estrutura, manejo, cativero, serpentes
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3.1INTRODUCAO

7

A experiéncia do Brasil é pioneira na criagdo de serpentes para
producdo de peconhas e foi inciada nos primeiros anos do século XX k2
Apesar do pioneirismo do Brasil na criagdo de serpentes emcativero para essa
finalidade, apenas um reduzido nuamero de autores tem abordado
cientifitamente a montagem e a importancia da manutencdo de serpentarios

para a producado de pegonhas 57

A manutengdo de um biotério de serpentes envolve acaptura de animais
na natureza, infra estrutura de custo elevado, técnicas de manejo adequadas e
profissionais especializados %9 Para gue ocorra sucesso na manutengao
desses animais, além de fatores estruturais e logisticos, € necessario um
conhecimento minimo sobre o habitat, a dieta e areprodugéo de cada espécie
de serpente em particular **°.

Devido ao grande potencial farmacodgco das peconhas, a criacdo de
serpentes em cativeiro visando a obtencdo de veneno, vem tornando-se

3

atividade cada vez mais relevante °. Dessa maneira, 0s serpentarios vém

enfrentando o desafio de aprimorar a manutencdo desses animais, a fim de se

11,12

obter uma maior sohbrevida do plantel , Ja que as principais causas de Obitos

emserpentes cativas estaorelacionadas ao manejo inadequado 1318,

Devido a grande importancia do manejo na sobrevida de serpentes em
cativero, o objetivo desse estudo foi avaliar a infra estrutura e o manejo de
diferentes sistemas adotados pelo CEVAP, com a finalidade de dentificar os
pontos deficientes da manutencdo, visando a melhoria na qualidade de vida

dos animais e na qualidade de pe¢onha produzida.
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3.2 OBJETIVOS
O presente capituloteve como objetivos:

e Avdiar a nfra estrutura do serpent&rio (setores de triagem,
guarentenarios e diferentes sistemas de cativero);

e Avdiar o0 manejo das serpentes peconhentas mantidas em dferentes
regimes de cativeiro;

e Auvadliar a infra estrutura e o manejo do Biotério de roedores;

e Sugerr melharias nainfra estrutura e manejo desses diferentes setores.

3.3MATERIAL EMETODOS

3.31 Avaliacdo da Infra estrutura do Centro de Estudo de Venenos e
Anim ais Pegconhentos (CEV AP)

Para a avaliacdo da infra estrutura, considerou-se o tamanho das
instalacbes, tipo de piso, vedagcdo de portas, sistemas de aquecimento,
ventilagdo e Iluminosidade, densidade de animais, seguranca dos

equipamentos e materiais utilizados.

3.3.2 Manejo dos Serpentarios e Biotério deroedores do Centro de Estudo
de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP)

Para a avaliagdo do manejo das serpentes foram utilizados dados
relacionados a recepcdo dos animais, manipulacdo (metodologia e
instrumentos utilizados), manutencdo (temperatura, umidade, frequéncia de

alimentacdo), metodologia para a extracdo de peconha, microchipagem e
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controle sanitario (higienizag&o e desinfeccdo) do quarentenario e serpentarios

intensvo e semi-extensivo do CEVAP.

Para a avaliagdo do manejo no biotério de roedores foram utilizados
dados relacionados a reproducd e manutencdo dos animais (temperatura,

umidade efrequéncia de alimentagdo) do CEVAP.

3.3.3 Recursos Humanos

Para a avalacdo dos recursos humanos considerou-se a formacédo

profissional e a familiaridade da equipe com os comportamentos das serpentes.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Infraestrutura

Foi observado que até a finaizacdo desse estudo (22 de Dezembro de
2009), o plantel do CEVAP era composto de 450 serpentes peconhentas
destinadas a producdo de peconha.

As instalacbes do Serpentario do CEVAP sdo constituidas pelos setores
de Triagem e Quarentenarios, Biotério de roedores, Serpentario Semi-
extensivo e Serpentario Intensivo.

3.4.1.1 Sdlade Triagem

A Sala de Triagem do CEVAP é localizada junto ao Quarentenario e
apresenta piso frio, azulejos até o teto e bancadas de granito.

3.4.1.2 Quarentenario

O Quarentenario do CEVAP é dividido em trés setores: Quarentena 1
(Q1) e Quarentena 2(Q2) e Quarentena 3 (Q3).

As sadas sdo revestidas com piso frio e azuleps até o teto. A
temperatura do local € mantida por aquecedores externos (resisténcia conica

220V). As portas dos setores ndo apresentam visor e a vedagdo € inefciente.

No quarentenario, as serpentes sdao mantidas em estantes de aco,
individualzadas em caixas de polipropileno. As caixas variam de 45 x 32 x 28
cm 34x22x12cme 56 x 37 x 24 cm, dependendo do tamanho da serpente.

O namero de estantes mantidas no Quarentenario nao é suficiente para alojar o
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nimero de serpentes existentes em cada sala. As estantes ndo apresentam

estabiidade e alguns animaiks ficam sobrepostos nas prateleiras, acima da
altura dos técnicos.

Foi observado que as instalagdes do Quarentenario sdo pequenas para
0 namero de serpentes mantidas no local, além de ficarem localzadas muito

proximas ao Serpentario Semiextensivo (distancia inferior a 10 metros).

As caxas uilizadas para o0 acondicionamento de serpentes no
Quarentenario e Serpentario Intensivo foram consideradas seguras e de fécil
manutencdo. Por serem transparentes permitiam rapida vistoria, mas o

sistema de ventilag&o fo considerado ineficiente.

Nao foram observados mecanismos de controle de fotoperiodo nas

salas.

3.4.1.3 Serpent&io Intensivo

O Serpentario Intensvo do CEVAP abriga serpentes de forma
individualzada, sendo dividido em trés salas, cada uma com aproximadamente
70n’. A Sala 1 abriga animais jovens de diferentes espécies, a Sala 2 abriga
serpentes do género Caudisona e a Sala 3 abriga espécies pertencentes ao
“grupo Bothrops” (Bothropoides jararaca, Bothropoides pauloensis, Bothrops
mooj eni e Bothrops jararacussu) (Figura 3.1A).

As salas possuem piso frio e azulejos até o teto. As portas dos setores
ndo apresentam visor e a vedacao é ineficiente. A temperatura do local €

fornecida por aquecedores externos (resisténcia conica 220V) (Figura 3.1B).

As sempentes sd mantidas em estantes, acondicionadas em caixas de
polipropileno, de manera individual. As caixas variam de 45 x 32 x 28 cm, 34 x
22x 12cme56x 37 x 24 cm, dependendo do tamanho da serpente. O numero

de estantes mantidas nas salas do Serpentario Intensivo néo é suficiente para
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alojar o numero de serpentes existentes em cada sala. Foi abservado que 10%

das serpentes mantidas na Sala 1 (juvenis) e aproximadamente 20% das
serpentes mantidas na Sal 2 (Caudisona) ficam alojadas no chdo. As estantes

ndo apresentam estabilidade e alguns animais ficam sobrepostos nas

prateleiras, acima da akura dos técnicos.

As caxas Uuilizadas para o0 acondicionamento de serpentes no
Quarentenario e Serpentario Intensivo sao consideradas seguras e de facil
manutencdo. Por serem transparentes permitem rapida vistoria, mas nao sao

dotadas de um bomsistema de ventilag &o.

N&o foram observados mecanismos de controle de fotoperiodo nas

salas.

Figuras 3.1 A-B. Estrutura do Serpentario Intensivo do CEVAP. A. Sala 2 (grupo
“Bothrops’) modrando serpentes mantidas em caixas de polipropileno. B.
Resi sténda conica de 220V utilizada com o aquecedorexte rno.

3.4.1.4 Serpentéaio Sem i-Extensivo

O Serpentario Semi-extensivo, também chamado de catveiro coletivo, é
composto de oito recintos, sendo seis ocupados por serpentes e dois
reservados pararodizio nocontroe sanitario. Os recintos sdo dvididos em area

externa (55 x 3,1 m) e area interna (5,5 x 2,2m). A area externa é construida
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de alvenaria, com muros lsos de 1,5 m de altura e cobertura em tela metalica,

forrados com grama, bebedouro com agua corrente (1,3 x 0,56m) e abrigo de
telhas de fibrocimento (2,8 x 1,2) (Figura 3.2 A). A area interna € construida em

cimento, forrada com maravalha e com aquecedores (2 x 0,3m) contendo
quatro lampadas de 60 W cada (Figura 3.2 B). Estas duas areas sao
comunicaveis por meio de uma porta que pode ser trancada durante a

manutencdo dos animais.

Figuras 3.2 A-B. Edrutura do Selpentario Semi-extensvo do CEVAP. A. Area
externa. B. Ara intema.

3.4.1.5 Biotério de roedores

O Biotério de roedores do CEVAP é divdido em salas de criacdo e
recebimento de animais e setor de lavagem. A sala de criagdo também é
utilizada para o armazenamento de material do préprio biotério e do

Sempentario Semi-extensivo.

Foi constatado que o setor de lavagem fica muito préoximo a sala de
criagdo do biotério (dois metros de distancia) e a higienizagdo das caixas de

sermpentes e do biotériosaorealizadas no mesmo local.
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A sala de criagéo apresenta bancada de granito e estantes de madeira

utiizadas para o armazenamento de material. A temperatura das salas €
proporcionada por aquecedores externos (resisténcias conicas de 220 V). Nao

foi observado sistema de ventilagdo mecanica nesse setor. (Figuras 3.3 Ae 3.3
B).

As matrizes dos roedores sdo mantidas em caixas de polipropileno com
dimensdes de30x 20x 13cmou41lx 34 x 16cm, dependendo do tamanho do

roedor. Todas as caixas apresentaram grades de ag0-inox.

Figuras 3.3 A-B. Sala do Biotério de roedoresdo CEVAP. A Caixasde animaisnas
bancadas de granito. B. Armazenamento de materiais

3.4.2 Recursos Humanos

O CEVAP conta atualmente com um pesquisador, dos técnicos de
laboratério, um pdés-doutorando, quatro pos-graduandos lato sensu e oito pés-
graduandos em niveis de mestrado e doutorado. Hetivamente apenas seis
profissionais das areas de biologia, veterinaria e zootecnia se envavem com a
manutencdo das serpentes uma vez que deve-se obedecer rigorosas normas
além do risco no manejo.
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3.4.3 Manejo dos Serpentérios
3.4.3.1Material usado no m anejo das serpentes

No manejo das serpentes sao uilizados ganchos herpetddgicos com
haste de madeira para a manipulacdo dos animais. Os ganchos apresentam
entre 70 e 150 cm, dependendo do tamanho da serpente manipulada. Os
ganchos utilizados permitem manipulagdo do animal com seguranca e
praticidade (Figuras 3.4A e 34 B).

Figuras 3.4 A-B. Manipulacdo de serpentes peconhentas A Manejo de
Rhinocerophis alternatus com gancho de 1,50m. B. Manejo de Bothmopoides

jararaca com gancho de 0,70 m.

3.4.3.2Triagem

A sala de triagem do CEVAP é localzada unto ao Quarentenario e

destinada aorecebimento e triagem dos animais recém chegados da natureza.

As serpentes recém chegadas recebem uma ficha de identificacdo, na
gual sdo armazenados dados sobre a procedéncia do animal, data e ambiente
de coleta, data de recebimento e niUmero deregistro da serpente (Figuras 3.5A
e 3.5 B).
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Apds o registro na sala de triagem, o animal passa por uma avaliacao

clinca, sendo considerada a condicdo corporea (desenvovimento da
musculatura axial e papacdo das costelas), presenca de lesGes e hidratacédo

da serpente. Ap0s a avaliagdo, as serpentes sd encaminhadas para o

Quarentenario.

Figuras 35 A-B. Sala de tiagem do CEVAP. A. Ficha de identificagdo de serpentes.
B. Preparacdo de Caudisona durissaterrifica para a avaliagdo clinica.

3.4.3.3 Quarentenario

O Quarentenario do CEVAP é dividido em trés setores: Quarentena 1
(Q1), Quarentena 2 (Q2 e Quarentena (Q3). Em cada setor o animal
permanece em observagcao durante 90 dias, totalizando no minimo, 270 dias de
quarentena.

No Quarentenario, as serpentes sao mantidas em caixas de
polipropileno de maneira individual. As caixas séo forradas com jornal e agua
ad libitum. A inspecdo € realizada diariamente, sendo as caixas trocadas
guando necessario.

A temperatura do local é mantida entre 25°C e 28°C, umidade relativa
emtorno de 60% e fotoperiodo de oito horas de claro e 16 horas de escuro. Foi
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observado que nos meses mais frios, apesar dos aquecedores, a temperatura

mantida no Quarentenério chegou a 20°C.

Apds 0 processo de registro, as serpentes permanecem um periodo de
no minimo 90 dias na Quarentena 1 (Q1). Nesse periodo, sdo armazenados na
ficha de registro dados relacionados ao comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento da cauda (CC), peso e sexo do animal. A contencdo das
serpentes para a coleta de dados biométricos é realizada com o auxilio de

ganchos e tubos de polipropileno (Figuras 3.6 A e 3.6 B).

Para controle de endoparasitas e ectoparasitas, todas as serpentes
passam por vermfugacdo com Ivermectina (lvomec®) (0,2 mg/Kg
intramuscular — duas doses, com o intervalo de 15 dias) e banho de imerséo

em agua morna para controle de ectoparasitas, além de borrifar uma sducgao
de Triclorfon 0,02% (Neguvon®) nos animais quando necessario.

Durante o periodo de permanéncia na Ql, Q2 e Q3, também sé&o

observados afrequéncia alimentar, defecacéo e ecdise.

Figuras 3.6 A-B. Coleta de dados hiométicos das serpentes recém-chegadas. A.
Imaobilizacdo de serpente peconhenta para obtencdo de dados biométricos. B.
Contencdo em tubo de poalipropileno.
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3.4.3.4 Serpent&io Intensivo

No Serpentario Intensivo, também chamado de indvidual, os animais
sdo mantidos em estantes, individualizados em caxas de polipropileno
transparentes dependendo do tamanho do animal. As caixas séo forradas com
jornal, sendo oferecidos 100 mL de agua em bebedouros de pdipropileno para
evitar o excesso de umidade com a movimentagao da serpente (Figura 3.7 A e
3.7 B). As caixas sdo inspecionadas diariamente e trocadas quando

necessario.

Apesar da pouca quartidade de dgua mantida nos bebedouros, alguns
animais em especial as serpentes C. d. terrifica ficam constantemente iamidos,
surgindo em alguns casos, lesbes esbranquicadas (sugestivas de micose) nas

escamas das serperntes.

Foi observado que nos meses mais frios, a temperatura mantida no
Sempentario Intensivo chegou a 20°C, apesar do uso dos aquecedores.

Nos meses mais quentes, a umidade mantida no Serpentario Intensivo
foiconsiderada elevada para a Sala 2 (serpentes do género Caudisona).

Figuras 3.7 A-B. Manejo realizado no Sementario Intensivo. A. Rhinocerophis
alternatus mantida individualizada em cativeiro intensivo. B. Caudisona durissa
teriifica em caixa de polipropileno forada com jornal e recipiente com agua.
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3.4.3.5 Serpentario Sem i-extensivo

O Serpentario Semi-extensivo, também chamado de coletivo, é
composto de oito recintos, sendo seis ocupados por serpentes e das
reservados pararodizio nocontrae sanitario. Os recintos sao divididos em area
interna, forrada com maravalha e com aquecedores (Figura 3.8 A) e area
externa, forrada com grama, bebedouro com agua corrente e abrigo de telhas
de fibrocimento (Figura 3.8 B).

A temperatura e o fotoperiodo sao proporcionados pelo clima natural. O
aquecedor da &ea interna proporciona aumento de 5°C de temperatura em
relagcdo a fornecida pelo ambiente natural.

A manutengdo do Serpentario Semi-extensivo é realizada cada 15 dias,
sendoretradas sobras de pele e fezes. Esse periodo é reduzido ou aumentado

quando necessério.

Foiobservado que o nimero de serpentes mantido nesses recintos ndo
interfere nos procedimentos de limpeza e alimentacdo. Na aimentagcdo dos
animais, as serpentes sdo separadas em diferentes pontos do recinto para que
ocora melhor distrbuicdo do alimento e para evitar a disputa das serpentes

pelo mesmo roedor.

O aguecedor mantido na parte externa apesar de fornecer aquecimento,
altera o fotoperiodo dos animais nos meses frios, devido a permanéncia

constante das serpentes sob aluz do aquecedor.
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Figuras 3.8 A-B. Manejo realizado no Serpentario Semi-extensivo. A. Area interna
do cativeiro semi-extensivo com aquecedores. B. Area externa do cativeiro semi-
extendvo com abrigo e bebedouro de agua corrente. As setas vermelhas indicam a

comunicagao entre os doi s setores.

3.4.3.6 Alim entagdo das serpentes

A alimentagdo dos animais do plantel normal (serpentes néo incluidas
em proetos de pesquisa) € oferecida mensalmente (um roedor ndo pesado por
sempente), sendo constituida por camundongos (Mus musculus), ratos (Rattus
norvegicus) ou gerbils (Meriones unguiculatus) de acordo com o tamanho da
sermpente (ndo pesados). A alimentagdo dos animais do plantel de pesquisa é
seguida de acordo com o protocolo estipulado paracada estudo.

Foi observado que, se o animal recusava o alimento, era oferecido um
roedor de outra espécie, ou de tamanho diferente. Foi constatado que 0s
animais mantidos no quarentenario (principalmente na Q1) recusaram o

alimento comfreguéncia.

Alguns espécimes de Caudisona durissa terrifica mantidos tanto em
cativero intensivo (n=2) quanto no semi-extensivo (n=5), e um espécime de
Bothrops moojeni mantida em cativeiro intensivo apresentaram regurgito
crénico. Nao foi realizado nenhum exame clinico para diagnaosticar a causa.
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A alimentacdo forcada é utilizada somente no caso de filhotes. Para os

filhotes de Bothropoides jararaca e Bothropoides pauloensis sdo usados
pedacos de girinos introduzidos na cavidade oral da serpente. No caso de

Bothrops jararacussu, € utilizadoracéo felina pastosa administrada por meio de

sonda gastrica.

Foi observado que nos sete primeiros dias apGs a adimentagcdo das
serpentes, 0 manejo e a circuacdo de pessoas no quarentenario e serpentario
intensivo séo evitados. Durante esse periodo sdo trocadas apenas caixas com

grande quantidade de fezes e extremamente Umidas.

3.4.3.7 Rotina de extragdo de pegconha

As serpentes sdo submetidas a extragcdes de peconha acada 30 ou 45
dias, dependendo das pesquisas redizadas no Centro. Os animais sao
submetidos a hipdxia com diéxido de carbono (CO,), por um periodo de 4 a 12
minutos, dependendo do tamanho daserpente. Os animais sdo acondicionados
em caixas de polpropileno transparentes para facilitar a visualizagdo da
sedacdo do animal. Apés a dorméncia da serpente, o animal € contido com o

apoio suave de gancho herpetoldgico.

Apesar de alguns exemplares apresentarem hemorragia discreta na
mucosa ora, ndo foi observada nenhuma enfermidade nas serpentes

submetidas a extragao.

A extragcdo de pegconha dos animais mantidos em cativero individual
ocorre na Sala de Extragao localizada no Serpentério Intensivo. A extragdo dos
animais mantidos na Quarentena e no Serpentario Semi-extensivo é realizada

no Biotério de Roedores.

O processo de extracdo de pegconha € redizado por trés pessoas
(extrator, auxiliar de coleta e auxiliar de sedagao). A pegonha é coletada por
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meio de compressdo suave das glandulas (Fgura 3.9 A). S&o utilizados

prendedores de madeira com cabo longo e microtubos estéreis de 1,5 mL ou 2
mL, dependendo do tamanho do animal. Nesse processo, 0 esgotamento

completo das glandulas de peconha foi evitado.

Apbs o procedimento de extracado, a peconha extraida € armazenada
em sacola térmica a 4°C e os animais sdo devolvidos em suas respectivas
caixas. Emseguida, o veneno é armazenado a-18°C para posterior liofilizag&o
(Figura 3.9 B).

No periodo de estudo, ndo foram registrados animais com estomatites e
ndo ocorreram Obitos durante o processo de hipdxia que antecede a extragcao

de peconha.

A nmetoddogia aplicada permitiu 0 aproveitamento maximo da pegonha
extraida, sem que ocorressem danos acs animais.

Figuras 3.9 A-B. A. Metodologia de extracdo utilizada no CEVAP. A. Coleta de
pegonha em microtubos. B. Microtubos de 1,5 mL com peconhas congeladas
preparadas para aliofilizago.

48



(wfim estrutura e Manegjo

Michelle vanessa campagner

3.4.3.8Microchipagem dos animais

Todos os animais do CEVAP sdo microchipados apés 270 dias de
quarentena. O microchp (ransponder) é encapsulado em biovidro 8625, possui
12 mm de comprimento, 2 mm de diametro e seqiéncia Unica de 15 digitos
(Figura 3.10). O microchip é implantado por via subcutdnea com auxilio de
aplicador, no lado esquerdo do ultimo tergo do corpo da serpente. Filhotes de
serpentes e animas com peso inferior a 40 gramas ndo sdo microc hipados

devido a baixa quantidade de musculatura axial capaz de manter o microchip.

Figura 3.10. Microchip utilizado para marcacdo individual das serpentes.
Fonte: AnimalTag® (imagem am pliada).

3.4.4 Manejo do Biotério de Roedores

O biotério de roedores do CEVAP é caracterizado como biotério

corverncional destinado a alimentacdo das serpentes. Eventualmente alguns
animais sdo utilizados em experimentos relacionados as diferentes atividades

das peconhas ofidicas.

A temperatura é mantida entre 25°C (+ 2), com umidade relativa de
60%. Ofotoperiodo adotado foi oito horas de claro e 16 horas de escuro.
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Os animais mantidos no biotério sao considerados “outbred’ (linhagens

geneticamente heterozigotas para muitos dos pares de alelos). Os roedores
pertencem as espécies, Mus muscuus, Rattus norvegicus e Meriones

unguiculatus (Figuras 3.11A,3.11Be 311 C).

Figuras 3.11 A.C. Roedores mantidosno Biotério do CEVAP. A. Mus musculus. B.
Rattus novegicus. C. Meriones unguiculatus.

As matrizes sdo formadas por duas fémeas e um macho por caixa. Os
acasalamentos realizados no biotério seguem esquemas pré-definidos (duas
fémeas para cada macho) e séo realizados de acordo com a necessidade de
reposicdo de cada grupo. Cada caixa apresenta fichas com informacgdes sobre
a data de formacédo da matriz, a data de nascimento dos filhotes e data do

desmame.

Foi observado que os insumos (maravalha e rag&o) utilizados no biotério
nao passam por processo de autoclavagem. A forragem da cama dos animais
€ constituida de serragem grossa de PFinus ndo esteriizada. A agua é
oferecida em mamaderas de vidro de 500 mL, e, apesar de patavel, ndo é
submetida a tratamento especifico.

A racdo oferecida € especifica para animais de biotério, em forma de

pellets (Labina®), com 10 mm de diametro e niveis adequados de viamina C
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estabiizada, dispensando suplementacdo. A quantidade de rag&o oferecida é

de 25 a 40g por animal.

Os animais provenientes do desmame foram separados por sexo e

mantidos emcaixas de 41 x 34 x 16 cm,com no maximo 20 animais.

A manutencdo das caixas € realizada trés vezes por semana, onde sao
trocadas a cama dos animais (maravalha) e a mamadeira de agua. A
manipulacdo dos animais é reaizada com luvas cirlrgicas estéreis, sem o

auxilio de pinga.

Foram encontrados alguns exemplares (6% das caixas de matrizes) de
Mus musculus com areas do corpo sem pelagem e Meriones unguiculatus com

lesdes no focinho (20% das caixas de matrizes).

A criacdo dos roedores apresenta principios basicos de higiene nos
quais se procede a limpeza e desinfeccdo do ambiente e material utilizado.

Quanto ao pessoal técnico, € usado jaleco para o trabalho com os animais.

3.4.5 Manejo sanitario
3.4.5.1 Higienizagd do materia utilizado no m anejo das serpentes

No manejo das serpentes os tratadores utilzam luvas cirdrgicas estéreis
e jalecos. Entre o manejo dos animais, os ganchos herpetolégicos sao
mergulhados em solucéo de lodophor 0,08% (Biofor®). Foi dbservado que esse
procedimento ndo € realizado nos ganchos utiizados no manejo das serpentes
alojadas no Serpentario Semi-extensivo.
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3.4.5.2 Pedillvios

No Quarentenario e Serpentario Intensivo sdo adotados pedilivios como
barreiras de redugcdo de contaminag &o de vetores.

Os pedilvios séo fixados nas entradas das Quarentenas Q1 e Q3, e
Serpentério Intensivo. A higienizagdo dos calgcados nessasolugéo é obrigatoria.
Para a circulacdo o Serpentario Intensivo, além do pedilivio, € necessério a
troca do calcado por botas de polipropileno (Figuras 3.12 A e 312 B). Foi

observado que os pedilivios sdotrocados semanalmente.

Figuras 3.12 A-B. Pedilivios utilizados no manejo sanitario. A. Pedilivio na
entrada do cativeiro intensivo do CEVAP. B. Pedilivio na entrada da quarentena
(Q3) do CEVAP.

3.4.5.3 Higienizagdo do Quarentenario e Serpentério Intensivo

A higienizagdo do Serpentério Intensivo é realzada a cada sete dias ou

quando necessario. A higienizacdo das salas € iniciada com limpeza seca,
sendo lavadas a cada sete dias com agua, sabdo e hipoclorio de sdédio

(produto comercial na diluicdo de 1:5).
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3.4.5.4 Higienizagd do Serpentario Semi-extensivo

A higienizagdo do Serpentario Semi-extensivo é realzada a cada 15-20
dias, com a lavagem dos bebedouros com agua e sabdo e lavadora de alta

press ao.

A cada trés meses € redizado um rodizio entre os recintos para a
realizagcdo da vassoura de fogo (agente fkico), higienizagcdo dos bebedouros
com hipoclorito de s6dio (agente quimico) e vazio sanitario (agente quimico) de
45 dias, totalzando uma intervencdo sanitaria pelo menos umavez por ano em
cadarecinto (Figuras 3.13 A e 3.13 B).

Figuras 3.13 A-B. Agente fis co (vassoura de fogo) utilizado no manejo sanitario do
Serpentario Semi-extensivo

3.4.5.5 Higienizag&o do Biotério de roedores

A limpeza do biotério é readizada trés vezes por semana, apds a
manutencdo das caixas de criacdo. As salas sao higienizadas com alcool trés
vezes por semana e lavadas com agua, sab&o e hipoclorito de sédio (produto

comercial na diluicdo de 1:5) acada sete dias.
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3.4.5.6 Higienizagcdo das caixas provenientes do Serpentério Intensivo e

Biotério

A higienizagcéo das caixas de serpentes e roedores € realizada no setor
de lavagem. As caixas sao higienizadas com agua, detergente e desinfetadas
com hipoclorito de sodio (produto comercia na diluicdo de 1:5). As caixas de
serpentes do Serpentério Intensivo sdo lavadas nas proprias salas das
serpentes.

3.4.6 Descarte do lixo
3.4.6.1Material proveniente das atividades veterinarias

Os materiis sOlidos provenientes do atendimento laboratorial (seringas,
agulhas, algodéao, papel toalha) sdo depositados em sacos plasticos brancos
com o status de lixo contamnado e destinados a cokta seletiva hospitalar

oferecida pelo departamento municipal de limpeza urbana.

O material perfurante/cortante (laminas de bistwri e de vidro) é
acondcionado em caixas padronizadas de papeldo para descarte de material
biol6gico contaminado e destinado acoletaseletiva hospitalar.

3.46.2 Materia proveniente das camas de roedores e caixas das
serpentes

O material proveniente das camas dos roedores, Serpentério Intensivo e

Semi-extensivo é depositado em sacos plésticos brancos com o status de Ixo
contamnado e destinados a coleta seletiva hospitalar oferecida pelo

departamento municipal de limpeza urbana.
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3.4.6.3 Carcagas de animais

Apds a necropsia, os animais ndo incluidos em cole¢cdo cientifica sdo
depositados em sacos plésticos brancos com o status de lixo contaminado e
destinados a coleta seletiva hospitalar oferecida pelo departamento municipal

de limpeza urbana.
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3.5 DISCUSSAO

Para criar ou manter serpentes em cativeiro é necess&io que a infra
estrutura do serpentario esteja direcionada as necessidades basicas dos
animas **. Segundo Melgarejo, a é&ea fisica de um serpent&io deve
apresentar algumas caracteristicas indispensaveis para permitir tanto o
conforto dos animais quanto a seguranca da equipe de tratadores. A aeafisica
ideal depende do tipo do regime de cativeiro adotado e do nimero de animais a

serem criados >,

Diferentemente do que ocore com o0s biotérios para mamiferos
(roedores, caes, didefideos e primatas ndo-humanos), a &ea fsica dos
sempentarios destinados a producdo de peconha ndo passuemregras para as

. ~ 17 -
suas instalagcbes . Normalmente os serpentarios apresentam somente

biotérios de roedores, quarentenarios e salas de manutencdo e criacdo de

serpentes 31819,

No CEVAP, as instalacdes divididas em triagem, biotério, sala de
extracdo, quarentenarios e diferentes regimes de cativeiro visam a
independéncia desses setores quanto a estrutura fisica, pessoal e material, a

fimde prover maior seguranga e menor risco de contaminag des.

A sala de triagem do CEVAP é locaizada no inicio das instalacdes para
gue somente os animais recém chegados da natureza tenham acesso a essa

area, sem necessidade de passar pelos outros ambientes do serpentario.

A importancia das instalagdes da quarentena em criadouros comerciais,

20-22

cientificos e zoologicos é ressaltada por diversos autores . Apesar de ndo

existir uma legislagc&o que especifique a estrutura de um quarentenario, h& um
consenso sobre o solamento da area, construgcdes com paredes e pisos de

facil limpeza e higienizagdo, além da presenca de pontos de energia 2

Em criadouros de aves e suinos, recomenda-se que as instalagdes da

quarentena devem ficar distantes pelo menos 500 metros da area de producao,
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e de preferéncia utilizar barreira fisica entre ambas 2 Em zooldgicos, a

distancia recomendada entre a quarentena e os recintos de exposicao € de no

23

minimo 50 metros “°. Apesar de diversos autores recomendarem que O

quarentenario e a colecdo principal de serpentes devem ficar distantes,

20,24,25
. Se for

nenhum autor informa qual a distincia minima adequada
considerada a mesma distancia recomendavel para zooldgicos, o
guarentenario do CEVAP estd localizado muito proximo ao plantel de

serpentes, além de ndo possuir barrerafisica entre esses setores.

As serpentes podem ser mantidas em dois sistemas de cativeiro. osemi-
extensivo, onde os ofidiocs sdo mantidos coletvamente, em areas abertas
limitadas, e o intensivo, onde os animais sé&o confinados em caixas individuais
3% A escolha do sistema de manutencdo depende principalmente do objetivo

da criag&o e da localizag do geografica do serpentario 5

O sistema semi-extensivo é apropriado para estabelecer o mango de
monoculturas de serpentes por periodos longos, quando se dispde de uma
area extensa, situada dentro da distribuicdo da espécie em questdo 0
sistema intensivo é utilizado na criagdo de um variado numero de espécies,

provenientes de diversos climas, emuma areareduzida %0

Os serpentarios semi-extensivos devem possuir gramado, fonte de agua,
abrigos para as serpentes, e areas destinadas ao manejo ® Os serpentarios
intensivos devem paossuir salas revestidas com pisos lisos de facil manutencéo,
portas com visores e boa vedacdo, além de estantes lavaveis com rodizios e

eficiente estabilidade para evitar acidentes 3

No sermpentario do CEVAP, os dois sistemas de cativeiro sdo adotados.
No Serpentario Intensivo o tipo de piso é liso, ndo poroso, sem rodapés e de
facil higienizac&. Em contrapartida, as portas ndo possuem visor, nem
fechamentos com boa vedag do.

As estantes mantidas no Serpentario Intensivo do CEVAP séo instavels,

sem rodzios e de numero reduzido. E recomendével que as estantes
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apresentem trés ou quatro fileras horizontais de caxas que devem ser

3,18

acomodadas na altura dos membros da equipe ™. O empilhamento de caixas

€ desaconselhavel, pos dificuta a ventilacdo das caixas, aém de aumentar o

indice de acidentes.

O nuamero de sermpentes por sala no presente estudo chegou a
ultrapassar 100 animais mantidos empilhados nas prateleiras das estantes e
acondicionados no chéo. O serpentéario do Instituto Vital Brasil ocupa de 80 a
100 serpentes por sala, mas todas alojadas em estantes 3. Leloup °
recomenda o maximo de 50 serpentes por sala a fim de eviar doencas
transmissiveis. E recomendavel, portanto, a diminucdo do namero de
serpentes por sala ou a aquisicdo de novas estantes.

As caixas utilizadas no Serpentario Intensivo devem ser construidas com

material resistente, com amplo acesso, de facil desinfeccdo e sistema de

fechamento eficiente 25?7,

As caixas de serpentes de polipropileno utilizadas
no CEVAP possuem todos 0s requisitos basicos para o acondicionamento de
serperntes, akm de proporcionar rapida vistoria dos animais. As desvantagens

estdo na acomodacédo nas prateleiras e na deficiéncia naventilagcao.

No Serpentario Semi-extensivo, as instala¢8es além de atenderem todos
0S requisitos estruturas e de seguranca, faciitam o manejo dos animais. As
portas entre a area externa e interna permitem o manejo adequado das
serpentes. O revestimento de alvenaria na area interna e a grama utilizada na

area externa permitemfaci higienizagao do local.

Como nos serpentarios, as instalagdes de qualquer biotério de roedores
devem ser projetadas de forma a atender & recomendacfes para criagdo e/ou
manutencdo dos animais, bem como as necessidades particulares de cada
instituic 8o 128 Ccomo regra geral, recomenda-se que a instalagdo de um
biotério seja dividida em areas destinadas ao quarentenario, salas de criagéo,

depodsitos de materiais, corredores de distribuicao e recolhimento, laboratérios
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. . ~ o ~_ 28 .
e setores de higienizacdo e esterilizagédo ~°. Todos os setores devem passuir

. . , . ~ 17
paredes e pisos lisos deféacil manutengdo .

O biotério de criagdo de roedores do CEVAP possui paredes e pisos de
superficie lisa, impermeavel, ndo absorvente e resistente a agentes quimicos,
sendo considerado apropriado nesses requisitos '’. A divisdo entre setores
somente entre salas de criacdo e higenizagcdo € prejudicial ao bom
funcionamento do biotério devido & proximidade desses setores.

A sala de criacdo do biotério de roedores é também utilizada para o
armazenamento de caixas e insumos. O armazenamento de material nas
dependéncias do biotério deve ser descartado a fim de diminuir o transito de
pessoas, evitando o aumento do nivel de ruidos no local, que pode

proporcionar stress nas colbnias 2,

Além de instalagdes adequadas, 0 sucesso da manutencdo de um
plantel de serpentes destinado a producdo de pegconha esta diretamente
relacionado a0 manejo empregado *'%'*® Para uma boa operacionalizacdo
de um serpentério, sdo de fundamental importancia a existéncia de
equipamentos apropriados e setores com protocolos de rotina bem definidos 2,

O trabalho de um serpent&io deve ser realizado por uma equipe
familiarizada com o0s comportamentos e as necessidades basicas das

3-7

serpentes Desse modo, sdo evitadas atitudes que produzam reac0fes

agressivas ou defensivas que possam colocar em risco o bom andamento da

rotina 328,

Os instrumentos uilizados no manejo das serpentes precisam ser

praticos e proporcionar seguranca ao tratador e ao animal %

O gancho
herpetoldgico é o instrumento tradicional utlizado no manuseio das serpertes e
permite levantar, transportar e imobilizar o animal com muita praticidade ® 0
comprimento do gancho deve ser apropriado para o tamanho da serpente e

deve estar de acordo com a &ea disponivel da sala % 0s ganchos utilizados
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no manejo das serpentes do CEVAP s&o préticos, eficientes, aém de possuir

baix o custo.

O setor de triagem em criadouros tem como objetivos realizar a
investigacdo das condicdes fisicas dos animais, providenciar adequado
tratamento veterinario inicial e orientar o destino dado para cada individuo 2.

No CEVAP, osetor de triagemfunciona como uma etapa inicial de quarentena.

A quarentena tem o proposito de possibilitar a detec¢cdo dos animais que

podem apresentar doengcas com periodo de incubacdo curto, e sinais clinicos

de doencas que apresentam periodos longos de incubacgao 8134

O periodo minimo de quarentena recomendado para répteis é de 90

. 24,27 4 . N p .
dias®**"%* Devido & natureza ectotérmica das serpentes, alguns agentes

patogénicos podemse manif estar apés um ano da entrada no serpentario 2735

Alguns autores recomendam um periodo de 180 dias devido a alta prevaléncia

de doencas virais %43*%,

Durante o periodo que a serpente passa no quarentenario, medidas
profilaticas devem ser instituidas, como exames coproparasitolégicos para

identificagcdo de Samonella sp, Cryptosporidium sp, Amoeba sp, exames

hematoldgicos, sordoga para Paramixovirus sp, e controle de ectoparasitas

18,19,27,34

com acaricida . Além disso, todos os animais recém incluidos no

quarentenario devem possuir acompanhamento na freqiéncia de alimentacao,

ganho de peso e trocas de pele 212434

No quarentenéario do CEVAP, as serpentes ficam em observag&o por um

periodo além do recomendado pela maioria dos autores 182421238 550

adminstrados medicamentos para endo e ectoparasitas e a frequéncia de
alimentacdo e ecdise é supervisionada. Emcontrapartida, ndo ha realzacao de
exames laboratorias. Essa atitude € prejudicial para o serpentério, pois pode
proporcionar a introducdo de agentes capazes de dizimar todo o plantel

. 34,35
estabelecido ° ",
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O sistema intensivo é o tipo de manejo mais empregado entre os

41819

serpentarios Esse sistema proporciona faciidade na vigilancia dos

animas em relacd a alimentacdo, reproducdo, e controle de fatores
ambientals como temperatura e umidade 348,

No cativero intensivo, um substrato apropriado forrando o piso da caxa
da serpente é extremamente importante para o conforto do animal . A
finalidade do substrato € manter a umidade, proporcionar suporte fisico e

21,30

seguranga psicolégica ao animal . Frequentemente os serpentérios utilizam

252636 Nas caixas de

maravalha, jorna ou papeldo ondulado como substrato
serpentes do CEVAP é utilizado jornal. Para proporcionar maior conforto e
dimnuir o estresse dos filhotes em geral e serpentes fossoriais, €
recomendavel o uso de refugios como tijolo oco, canudo de papel ou vaso de

plantavazado *°.

Alguns autores recomendam o uso de um recipiente com agua limpa em

cada caixa de serpente 19,3

. A permanéncia de um recipiente com 4gua auxilia
nas trocas de pele, devido a umidade e a presenca de um substrato rigido e
rugoso que permite o atrito necessario para que ocorra a liberagdo da pele 26
Foi observado nesse estudo que apesar da pouca quantidade de agua nos
bebedourcs, alguns animais ficam constantemente Umidos, tornando a caxa
impropria para o animal. Como as serpentes sdo animais que geralmente
bebem pouca agua, a retirada do bebedouro por periodos curtos pode diminuir

a umidade dacaixa e afreqUéncia do manejo, sem causar prejuizos ao animal.

A temperatura e a umidade sdo os principais fatores que podem
influenciar na capacidade das serpentes se ajustarem ao ambiente do cativeiro
2252 indices de temperatura e umidade inadequados podem proporcionar o
surgimento de inimeras doencas, diminuindo dessa maneira, a sobrevida dos
animais nos serpentarios 3638
As serpentes sdo animais ectotérmicos, dependendo, portanto, de fonte

de caor externo para regular funcbes como alimentag&o, assimilagdo de
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125 Temperaturas abaixo de 25°C ndo sdo

nutrientes e reprodugao
recomendaveis, pois podem causar stress fisioloégico, podendo alterar a
digestdo e o0 apetite, além de causar problemas respiraorios e
imunossupress&o 4.

A umidade relativa do ar recomendada difere entre as espécies de
serpentes 7“4 A umidade em torno de 60% é recomendada para espécies
como Bothropoides jararaca, Bothropoides pauloensis, Bothrops jararacussu,

54 para Caudisona durissa

Bothrops moojeni e Rhinocerophis alternatus
terrifica, a umidade relativa recomendada é inferior a 30% e para Lachesis
muta, ultrapassa 70% % A umidade relativa inferior a recomendada causa
desidratacdo e disecdises (trocas de peles imperfeitas) ***®, enquanto que a
umidade acima do ideal pode proporcionar a proliferacao de fungos e bactérias,

além de ser extremamente deletéria para a maioria dos répteis “.

No cativeiro intensvo do CEVAP, as resisténcias conicas mantém a
temperatura entre 22°C e 28°C, além de retrar a umidade do ambiente. A
umidade relativa do ar mantida em 60% para todas as espécies deve ser
reconsiderada, devido a umidade excessiva observada nas caixas de
sempentes C. d. terrifica. E recomendavel, portanto, mecansmos de controle
gue mantenham umidade adequada para cada sala e a temperatura acima de
25°C.

O manejo semi-extensivo foi 0 primeiro regime de cativeiro empregado

! O mais

no inicio da criagdo dos serpentarios para producd de pegonha
famoso serpentéario semi-extensivo foi construido em 1911 por Vital Brazil, na
tentativa de recriar as condigcdes ecoldgicas do habiat das serpentes ? Esse
sermpentario apesar de oferecer areas para banho de sol, agua, sombra e

abrigos, ndo proporcionava boa sobrevivéncia as serpentes 3,

Apesar da alta mortalidade de serpentes observada no inicio da criagcao

do serpentario semi-extensivo, esse sistema pode ser utiizado com grande
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sucesso, desde que as instalagbes sejam adequadas e as necessidades

biologicas das espécies de serpentes sejam atendidas !

Esse tipo de sistema permite que as serpentes aproveitem elementos
naturais como sol, chuvas, ventos, e o0s espagos amplos possbilitam a

termorregulacdo e movimentac&do desses animais .

A termorregulacdo nas serpentes é uma atvidade realizada por meio de
posturas comportamentais como achatamento, inclinag&do, enrolamento ou
extensdo do corpo, permitindo troca de temperatura entre a serpente e o

42

ambiente . A importancia da termorregulagdo na vida das serpentes varia

conforme sua espécie, relagdes filogenéticas, distribuicdo geografica e fatores
fisiolbgic os 4345

Anteriormente acreditava-se que 0S reépteis conservassem a sua
temperatura corpora préoxima a uma temperatura 6tima fixa “. Atualmente é
conhecido que as diversas atividades desempenhadas por esses animais tém
diferentes temperaturas 6timas *"*® A possibilidade de termorregular pode
proporcionar as serpentes maior sucesso na digestao, reproducéo e defesa®®™.
Além disso, devido a manutencdo de muitos animais no sistema semi-
extensivo, 0 comportamento social de agregagdo pode modificar a interagao
entre superfcie e meio, e ha evidéncias de que algumas agregacdes sao
termorregulador as 2

As desvantagens do sistema semi-extensivo est@o relacionadas a
necessidade de grandes areas para a nstalacdo dos serpentérios e ao clima,
que deveser o mesmo, ou muitosemelhante ao ambiente nativo das serpentes

que serdo criadas .

A manuten¢cao adequada da temperatura € o maior problema enfrentado
pelo manejo semi-extensivo s, Temperaturas muito baixas impedem a
atividade normal das enzimas gastricas, pancreéicas e hepéaticas, e mesmo

nos réptes mais adaptados ao cativeiro, ocorre alteragdes no apetite, digestéo

38,39

e assimilacdo da dieta Nos dias mais frios do inverno, apesar do uso do
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aquecedor, atemperatura das baias do CEVAP dificilmente ultrapassa 20°C. A
adicdo de novos aquecedores com o objetivo de proporcionar um aumento na
temperatura, e o fechamento das portas decomunicacao entre as areas interna

e externa devem ser considerados.

Embora a manutencdo da umidade seja considerada um dos principais

problemas encontrados nos serpentarios *>%1°

, ho sistema semi-extensivo
esse problema dificimente é enfrentado, ja que a umidade € proporcionada
pelo ambiente natural " No CEVAP, a umidade mantida no cativeiro semi-

extensivo é suplementada pelos bebedouros de aguacorrente.

Além da temperatura e umidade, o fotoperiodo tem um papel

16,51

fundamental na manutencdo de serpentes e répteis em geral Alguns

autores sugerem que o fotoperiodo pode influenciar dretamente o processo

reprodutivo e outros processos fisiolbgicos sazonais %2

O fotoperiodo
inapropriado pode resultar na recusa do alimento, vitelogéneses anormais,
granulomas, tumores, obesidade, além de tornar as serpentes mais
susceptiveis ao stress, podendo acarretar supressao na resposta inflamatoria e
na producao de anticorpos 0%

Os aquecedores mantidos no Serpent&rio Semi-extensivo precisam ser
adaptados para que a luminosidade néo permaneca constante nas 24 horas do
dia, evitando a alkeragdo do fotoperiodo das serpentes mantidas nesse

sistema.

O manejo alimentar inapropriado e o descuido na qualidade da dieta
oferecida para as serpentes mantidas em cativero podem causar doencas e
até mesmo obitos nesses animais %%,

O trato gastrointestinal das serpentes é simples e relatvamente curto,
guando comparado a outros répteis *° pevido a esta singular anatomia, €
exremamente importante que as serpentes sejam providas de uma dieta
balanceada e de alta qualidade em cativeiro, para que possam maximzar a

~ . 26,4
absorcéo de nutrientes 040
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A freqiéncia da alimentagdo das serpentes varia com a idade e depende
da rotina do serpentério % Normalmerte s&o oferecidos roedores Mus
musculus ou Rattus norvegicus, cujo tamanho, peso e quantidade séo
determinados conforme a necessidade de cada serpente **'°. No serpentério
do CEVAP, além dessas duas espécies, sdo oferecidos roedores da espécie

Meriones unguiculatus.

Apesar dos roedores ndo serem pesados antes da alimentagdo das
sermpentes mantidas no CEVAP, é oferecido somente umroedor por més, para

. . 1
se evitar a obesidade %,

A obesidade € uma doenca ndo infecciosa fregientemente

diagnosticada em serpentes mantidas em cativeiro 102654 A falta de

movimentacdo devido a permanéncia no cativeiro intensivo, aliado a
superalimentag 8o, traz sérios riscos & salide das serpentes %. Alguns autores

recomendam de 10 a 20% do peso do animal em alimento por més, afimde se

. . 18,1940
evitar a obesidade ~7 7.

Além da obesidade, a anoexia e a regurgitacdo s&o distirbios
normal mente observados em cativero ~. A anorexia é definida como falta de

apetite ou falta de resposta alimentar '® E considerada como um sinal clinico
relacionada a gastroenterites causada por parasitsmo, virus, fungos, bactérias,

abscessos orais, estomatites necroticas, normalmente provenientes de um

55

manejo inadequado Nos serpentarios, normalmente a anorexia €

proporcionada pelo estresse causado na adaptacdo da serpente ao ambiente

. .2
do cativeiro 2%°°.

Para a determinagc&o daverdadeira causa da anorexia € recomendavel a

55

realizagdo de exames coproparasitologicos e hemograma completo Em

alguns casos, a alimentacdo forcada é recomendada para a recuperacdo do
animal >*%°.
A regurgitacdo também é considerada como umsinalclinico associado a

importantes doengas e ao manejo inadequado > Regurgitos sdo comuns em
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serpentes mantidas em ambientes com temperaturas baixas ou quando a

. . 1 . . .
queda da temperatura noturna é muito brusca ‘°. Excessivo manejo pés-

prandial, tens inapropriados, endoparasitas e estresse nao especfico também
16,40

podemcausar regurgitos em serpentes

Portanto, a interrupcdo do manejo adotado pelo CEVAP nos primeiros
sete dias apés a alimentacdo das serpentes mantidas em cativeiro intensivo é
uma pratica altamente recomendada para evitar a regurgitacdo. Recomenda-se
a realzacdo de exames clincos nos animais com regurgtacdo cronica para

evitar perdas no plantel

O manejo seguro das serpentes durante o procedimento de extragdo de
peconha esta entre as prioridades dos serpentarios produtores de soros e

. . ;s . 7 ~
imunobiologicos > Esses centros produtores estdo sempre em busca de novas
técnicas que minimizem os riscos e facilitem a execucdo dessa tarefa .

A contencédo da serpente e seu manuseio para a extracdo de peconha
apresentam dificuldades que se constiuem em perda de peconha, traumas

para o animal e riscos para os técnicos B,

A netodologia aplicada no processo de extragcdo depende da espécie de

57-59

sermpente e a rotina utilizada pelo serpentario . A técnica tradicionalmente

empregada para a extracdo de serpentes pegconhentas, que compreende o
manuseio do animal sem sedativos, representa consideravel risco para a

58,59

sempente e para o técnico extrator de veneno . Atualmente, os centros

realizam a extracdo com o auxilio de gés carbbnico (CO,), e a coleta é feta em

pod, utilizando Becker de vidro graduados >

7

No CEVAP, a metoddoga de extracdo adotada € segura para 0s
técnicos e extratores, permitindo o estudo na identificagdo de diferencas

regionais, sexuais e individuais das peconhas ofidicas o

A ocorréncia de discreta hemorragia na cavidade oral das serpentes

durante o procedimento de extracdo € relatada por outros autores 758 e
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normalmente € observada em animais que permanecem muito tempo sob

efeito do gas carbbnico %8

A estomatite infecciosa €é uma enfermidade frequentemente
diagnosticada em serpentes mantdas em cativeiro, estando normalmente
associadas a agentes bacterianos 3”3, Normalmente ocorre em serpentes que
sofrem repetidos processos de extracdo de peconha °*® Apesar de ser
considerada comum, ndo foi observado nenhum animal com estomatite no
CEVAP. A metodologia aplcada permitiu 0 aproveitamento maximo da pegonha

extraida, sem que ocorressem danos nacavidade ora dos animais.

Embora exista uma grande variedade de técnicas para realizar a
marcacdo individual em répteis 64, poucas podem ser utlizadas em

65,66

serpentes A auséncia de patas exclui a técnica de “toe-clipping” e a

mudanca periédica da pele impede uma marcag&o externa permanente %9,

Um sistema de marcacdo permanente ndo deve interferr no
crescimento, comportamento, sobrevivéncia ou na probabilidade de recaptura

dos animais %%,

Diversos métodos de identficagc&o ja foram utlizados para individualizar
as serpentes mantidas nos criadouros, sendo muitos deles considerados
invasivos. Lew ke & Stroud °® empregaram um método de queimaduras com
gelo seco nas laterais do corpo das serpentes, enquanto que Pough % wtilizou

pequenos “brincos” plasticos coloridos nas escamas.

Em 1988, Sazima "

marcas naturais presentes em Bothropoides jararaca, envavendo um sistema

adotou um sistema de identificacd por meio de

de registro fotografico. Apesar de néo invasivo, o método logo foi considerado
limitado.

O sistema de marcagado considerado tradiciona consiste em cortes com
retradas de fragmentos das escamas ventrais dos animais ‘"2 Como a maior

parte das espécies de serpentes apresenta mais do que 100 placas ventrais,
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esse sistema permite identificar plantéis razoavelmente grandes, apesar da

grande mao-de-obra para marcacéao e leitura 2 No entanto, esse método pode
prejudicar a performance da serpente até que haja cicatrizacdo conpleta ‘.

Além disso, a leitura pode ser feita de maneira incorreta, resultando em

. s ~ A . 65
identificacdo errobnea do animal .

Recentemente, este problema foi resolvido com a criacdo de uma
Instrucdo Normativa do IBAMA (02/2001) 3 gue estabeleceu a obrigatoriedade
de se identificar os animais mantidos em criadouros por sistema eletronico,
utilizando-se microchips (transponders). Este sistema € pratico, seguro para o
animal, além de extremamente €eficiente, pois permite a leitura do codigo do
microchip a 1,5m de distancia da serpente . A (nica desvantagem desse

sistema é o custo extremamente elevado ",

A partr de 2007 o CEVAP iniciou o processo de microchipagem de todos
0sS animaks pertencentes ao plantel. Apés a saida do quarentenario, todas as
sempentes sdo devidamente microchipadas. Desde o inicio do processo nao
foram observadas complicagdes relacionadas a implantagcdo dos transponders
nas serpentes. Além disso, esse sistema permitiu a identificacdo das serpentes

mantidas em cativero semi-extensivo.

A salde de umreptil cativo esta diretamente relacionada com o modo
em que é criado™. A dieta inadequada € um dos principais fatores que
acarretam erfermidades nesses animais 2,

Os serpentarios produtores de peconha freqientemente possuem um
biotério de roedores para suprr as necessidades alimentares dos animais
mantidos no plantel. Para que o roedor produzido seja de boa qualidade, séo
necessarios conhecimentos basicos das técnicas utiizadas no manejo desses

animais ">,

Em um biotério de roedores, recomenda-se apenas uma espécie de

17,76

animal por sala . A presenca de mais de uma espécie no biotério (Mus

musculus, Rattus norwegicus e Meriones unguiculatus) do CEVAP ndo é
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recomendada, pois podem acarretar contaminagao cruzada entre os patdgenos

. ~A - 7 ~ 7
presentes nas diferentes coldnias ° Para a resolucdo do problema, é
recomendada a instalacéo de barreiras secundéarias como paredes ou portas *’.

A cama dos roedores mantidos em um biotério deve apresentar
particulas macias, ser inécuo, ter alto poder de absorgao, permitir um eficiente
isolamento térmico e ser facimente descartavel *"®. A cama, por estar em
contato intimo com os animais, deve ser autoclavada, evitando-se assim a
contaminagdo das coldnias por &carcs, virus e bactérias " No biotério
analisado nesse estudo, € utilizada serragem grossa de Pinus ndo autoclavada,
0 que pode ter permitido o aparecimento de areas sem pelagem em alguns
espécimes de Mus musculus e lesbes nofocinho em Meriones unguiculatus.

A qualdade do alimento e da agua fornecida na dieta dos roedores tem
sido descrita como parte essencial no desenvolvimento da defesa desses

animaks '°. Varios componentes nutricionais da dieta influenciam na resisténcia
ou na predisposi¢cdo ao desenvolvimento de doengas causadas por parasitas,

bactérias e vius murinos .

O uso daracéo peletizada autoclavavel sem suplementacédo é altamente
indicado por proporcionar nutricdo adequada, melhor rendimento e fé&cil

manuseio 1"’

. A 4gua deve ser tratada com esterilizacdo, acidificacdo ou
filtrag@o ® No CEVAP, embora a ragcdo utilizada ndo seja autoclavada, é de
boa qualidade, pois atende as necessidades nutricionais dos animais sem
precisar de suplementagcdo. A auséncia de agua tratada oferecida aos animais
pode veicular agentes nocivos que podem comprometer a qualidade sanitéria
das colénias '®. Além disso, a auséncia de bebedouros autoclavados pode
facilitar a instalacdo de bidfilmes de bactérias nesses recipientes, sendo
recomendado, portanto, ou uso de filtros ou a acidificacéo da a&gua pela adicéo
de acido cloridrico como medida de controle de contaminacdo nos bebedouros

e tratamento da &gua "°.
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A temperatura e a umidade relatva do ambiente do biotério sdo

importantes para a higidez dos animais .80

. A temperatura de conforto de
pequenos roedores é de 21°C a 24°C enquanto que aumidade ideal é de 45%

a 55% %9,

As mudancas bruscas de temperatura costumam provocar estresse, com
queda de resisténcia e maior susceptibilidade a infeccoes "©®. Temperaturas
elevadas provocam queda na reproducdo e até sua parada total, enquanto

temperaturas baixas podem provocar afec¢des respiratorias .

A umidade relatva das saas dos roedores tende sempre a aumentar,
devido a liberagdo continua de vapor d'agua pela da respragcdo e da
evaporagcdo da wuwina, tornando-se necessario um sistema que retre

80

eficazmente 0 excesso de agua do ambiente ~. Esse processo é realizado

durante a troca de ar da saa, que deve ser regulada para que a retirada
excessiva de vapor ndo torne o ambiente seco '’. A baxa umidade causa
ressecamento de mucosas e pele, enquanto a alta umidade pode provocar

problemas res piratorios.

A auséncia de mecanismos renovadores de a causa acUmulo de

A . L. . ~ . 16,77
substancias toxicas na sala de criagdo

. A liberagdo de amonia proveniente
da degradac&o de excretas nirogenadas pode afetar o sistema respiratorio dos

roedores e dos bioteristas .

A temperatra e umidade mantidas no biotério do CEVAP séo
consideradas adequadas, mas ndo sdo constantemente monitoradas. Um
sistema de ventilac&o que produzatrocaregular de ar (10 a 15 trocas/hora) das
salas é recomendavel para que ocorra controle natemperatura, umidade, além
de diminuir os possiveis poluentes quimicos resultantes da higienizacdo das
salas 2%,

O fotoperiodo € um dos mais importantes itens que influenciam o ritmo

biolégico de animais de laboratério . O contrde automatico do fotoperiodo

nas salas dos animais do biotério do CEVAP deve ser estabelecido, pois a
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variacdo na duragdo dos periodos claro/escuro pode alterar ciclos reprodutivos,

tempo de durag&o do parto e habitos comportamentais ‘e

A permanéncia de animaik uilizados para experimentagdo na mesma
sala de criacdo € desaconselhdvel. O biotério de criacdo e experimentacao
deve ser independente quanto a estrutura fisica, material e pessoal, a fim de
evitar contaminacdes indesejaveis, prejudicando dessa maneira, 0S
experimentos realizados 8

O som é uma das variaveis mais importantes do meio ambiente em
biotérios . O ruido, apesar de inevitavel, deve ser controlado para que néo
provoque estresse, podendo levar os animais a convulsbes e morte 0 E
aconselhavel que os materiais mantidos na sala de criagdo sejam

armazenados em outro local e que e a sala de higienzacdo proxima ao biotério
do CEVAP seja transferida para uma area mais distante para diminuir a

intensidade de ruidos nesse setor.

Portanto, por se tratar de material biologico vivo, devemos garantir a
integridade fisica tanto das serpentes, quanto dos roedores, levando-se em
consideragdo a nutricdo, a manipulacdo adequada e contaminagoes
microbioldgicas desses animais utilizados como produtores de matéria-prima e

. ~ . 7
experimentacdo animal **.

Na complexa operacd de um criadouro de serpentes, as ag0es
associadas ao manejo e alimentacdo dos animais, ao destino das camas,
dejetos e carcagas, devem ser estabelecidas por meio de procedimentos
apropriados 2.

O manejo sanitério, tem por objetivo manter as condic6es de higiene no
sistema de criagdo, com o intuito de minimizar a ocorréncia de doengas, obter
boa performance e bem-estar dos animais, além de assegurar um produto de

83,84

boa qualidade . A higieniza¢& das instalagdes e o controle de vetores séo

83
formas de controlar as doengas em um plantel ™.
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O uso de luvas no manejo das serpentes visa a dimnucao na

22

contamnacdo entre o manipulador e o animal manejado Essa préaica é

exremamente importante, uma vez que diversos trabalhos tém apontado os
répteis como importantes transmissores de zoonoses %8,

O uso de sducgfes viricidas, bactericidas e fungicidas para limpeza e
desinfeccdo dos ganchos herpetddogicos entre 0 manejo dos animais auxilia no
controle da disseminacdo de patdgencs entre as serpentes % Esta pratica
deve ser utiizada em todos os setores do Centro, incluindo os animais

mantidos no cativeiro semi-extensiv o.

A presenca de barreiras de contaminacdo utlizadas na forma de
pedillvios em todos os setores do Serpentario Intensivo é extremamente

recomendada para que o ingresso de doencas por meio de vetores seja
reduzido 8°. Além disso, recomenda-se o uso de pedilivios no serpentério

Semi-extensivo.

O processo de limpeza de um sistema de criagdo consiste na remogao
dos detritos acumulados nas instalagdes, com o objetivo de reduzir a carga
microbiana e minimzar o contato dos animais com excesso de matéria
organica, a qual potencialmente aumenta o risco da veiculacdo de agentes
patogénicos aos animais % A limpeza prévia € um passo essencial ao sucesso
dos programas de desinfecgao 8

A desinfeccdo € o conjunto de medidas empregadas para impedir a
penetracdo e crescimento de germes num determinado ambiente ou estrutura,
tornando-os livres de agentes infectantes, com o uso de substancias
desinfetantes ou outras formas fisicas de desinfeccdo ®. Desinfetantes sdo
substancias quimicas que destroem as fomas vegetatvas de

microorganismos, mas nao necessariamente sua forma esporulada 8

No passado, era pratica comum a realizagdo de desinfec¢des apenas
nos casos de ocoréncia de surtos de doengas 8 Hoje, por meio do

desenvolvimento de programas de limpeza e desinfeccdo como parte dos
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esquemas de profilaxia, a desinfeccdo preventva representa uma préatica

82

comum e extremamente necessaria em criadouros Uma desinfeccéo

completa e eficiente somente pode ser executada apds a retirada dos animais
das instalag8es. Somente assim se obtém o maximo de agcdo do desinfetante,
uma vez que a auséncia de animais e de equipamentos permite que o produto
tenha um contato direto com o0s microrganismos e tempo suficiente para a
a95082'84.

A limpeza seca, seguida de impeza quimica no Serpentario Intensivo,
dimnui a chance de contaminacdo do ambiente por microorganismos,

melhorando a qualidade de vida dos animais mantidos nesse sistema 83

No Serpentario Semi-extensivo, a limpeza fisica (vassoura de fogo)
aliada a limpeza quimica proporcionada pelo vazio sanitario permite uma
desinfeccdo adequada das baias das serpentes. Considera-se vazio sanitario o
periodo em que a instalagdo permanece vazia e os processos de limpeza e
desinfeccdo sao realizados. O tempo de vazio sanitario varia com o tipo de

criag 80, status sanitario da propriedade e a programacao dos novos lotes %,

O uso da cal no vazio sanitario aumenta o pH, reduz a quantidade de
agua livre, afetando diretamente a microbiota do local, impedindo a proliferacéo
de bactérias, inclusive Salmonella sp e Clostridium sp o) periodo de 45 dias
utiizado no vazio sanitario na higienizacdo do Serpent&io Semi-extensivo
prejudica o desenvolvimento da grama utiizada na é&rea externa das baias, e
dificulta a limpeza do local devido & impregnacédo da cal nos recintos. Portanto,

o periodo entre 15 e 30 dias de vazio deve ser considerado L

Embora néo exista umaratina de limpeza simplificada e unversalmente
aplicavel, nem tampouco critérios rigidos sobre os intervalos de tempo para
higienzagdo das salas de criagdo do Biotério de roedores do CEVAP, a
limpeza realizada trés vezes por semana reduz o nivel de poeira e dejetos que

80

Sa0 ressuspensos no ar Dessa maneira, ha redugcdo do nivel desses

poluentes no ambiente e, por conseguéncia, diminuicdo da velocidade de
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disseminagdo de microorganismos e o risco de contaminagdes cruzadas entre

as colénias .

A higienizacdo das caixas de manutencdo de roedores e serpentes é
realizada de forma adequada, com limpeza prévia e desinfec¢do quimica. No
entanto, foi observado que as caixas de serpentes e roedores séo lavadas na
mesma sala. Essa pratica ndo é adequada, pois facilita a contaminacdo entre
as caixas *°. Portanto, recomendase que alavagem das caixas das serpentes

oriundas da quarentenasejarealzada em sala adequada para estefim.

Apesar do CEVAP ndo possuir um sistema de gestdo ambiental, as
medidas utilizadas no destino de residucs organicos e de atividades
veterinarias, bem como o descarte das carcacas de animais mortos, sdo

considerados adequados e estdo de acordo com o sistema de gestdo
ambiental adotados pelos zoolégicos brasileiros .

O sistema de gestdo ambiental em criadouros (SGA) vem assumindo
importancia cada vez mais relevante e objetva minimizar ou solucionar
impactos ambientas decorrentes da manutengcdo de animais selvagens 82
Portanto, o CEVAP deve considerar a implantagcdo de um SGA, para que além
do compromisso com a sanidade, com o0 bem-estar dos animais e com a
gualidade da peconha produzida, seja estabelecido um compromisso com a

causadaconservacdo do meio ambiente.

Deste modo, a adequacgdo da infra estrutura, aliada ao aperfeicoamento
de medidas utilizadas no manego, tanto dos ofidios, quanto dos roedores,
podem proporcionar um aumento no bem-estar dos animais e na quantidade e

qualidade da peconha produzida.
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RESW O

A mortalidade de serpentes mantidas em cativeiro é elevada, e provavelmente
esta relacionada ao estresse causado pelas dificuldades desses animais se

adaptarem ao ambiente cativo. O objetivo desse estudo foi avaliar a microbiota
bacteriana e fungica de duas espécies de serpentes mantidas em diferentes
regimes de cativeiro no Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos
(CEVAP). Beacilos gram-negativos foram os principais agentes isolados, com
destaque para representantes da familia Enterdbacteriaceae. Por meio de

sequenciamento de rDNA, foi dentificado Trichosporon asahii em animais
saudaveis e com lesdes sugestivas de micose mantidos em cativeiro intensivo.

Os antimicrobianos mais efetivos foram os aminogicosideos e as
fluorguindonas. Os isolados bacterianos mostraram baixa resisténcia a
diversos antimicrobianos testados, permitindo o uso desses antibioticos com
segurangca em processos infecciosos que afligem estas serpentes. As doencas
infecciosas causadas por bactérias e fungos normalmente estdo relacionadas a
imunossupressao causada pelo ambiente cativo e ao manejo inadequado. Nao
foi observada diferenca na frequéncia de bactérias entre as espécies, mas
ocoreram diferencas entre os distintos regimes de cativeiro utilizados, com
destaque para o cativeiro intensivo, onde foram mais frequentes. O isolamento
de potencial patdgenos nas amostras das serpentes estudadas apesar de nao
ser sindbnimo de doenca, foi considerado importante no processo de avaliacdo

do tipo de manejo utlizado, considerando as numercsas condigdes
estressantes proporcionadas pelo ambiente do cativeiro e o carater oportunista

desses agentes. Os resultados sugerem que o tipo de manejo adotado
influencia na contaminagd do ambiente utilizado pelos animais. Apesar de 0
sistema intensivo ser o método tradicionalmente utiizado na manutencdo de
ofidios destinados a producd de peconha, 0s resultados sugerem que o

sistema semi-extensivo pode ser mais apropriado para este fim.

Palavras-chave: microbiota, serpentes, manejo, cativeiro
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4.1INTRODUCAO

Apesar da extensa experiéncia que 0s centros e o0s institutos possuem
na manutencdo de serpentes em cativeiro, a mortalidade desses animais €

elevada, e provavelmente esta relacionada ao estresse causado pels

dificuldades de se adaptarem ao ambiente cativo ko

Condicdes nadequadas de cativeiro, nutricdo deficiente e mas
condicbes sanitarias podem direta ou indiretamente, por meio da
imunossupressao promovida pelo estresse, levar a instalacdo de doencas

infecciosas nestes animais ®®. Estas por sua vez, sao a principal causa de

911

morte em répteis cativos , ocasionando problemas para o laboratério

produtor de pegonha, que pode ndo dispor de matéria-prima de qualidade **2

Dentre os agentes infecciosos bacterianos, 0 grupo mais importante
pelas elevadas taxas de morbidade e mortalidade nos réptels, € o dos

bastonetes Gram-negativos °''13%®  Os bastonetes gram-negativos estdo

envolvidos em processos infecciosos cutaneos v pulmonares 131418 oy ais *
14,19 2,516 1620

, gastroentéric os , além de vislumbrar a ocorréncia

2,19

e generalizados

de abscessos “°. Além das infeccdes bacterianas, doengas fungicas tém sido

2528 Normalmente héa dficuldade no

25, 29,32

devastadoras para as serpentes cativas
isolamento do agente e os ébitos ocorrem com muita frequiéncia

Desse modo, a finalidade desse estudo foi avaliar a microbiota de duas
espécies de serpentes mantidas em diferentes regimes de cativeiro e utilizadas
como produtoras de pe¢conha no Centro de Estudo de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP).
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4.2 OBJETIVOS

O presente capituloteve como objetivos:

e |dentifcar a microbiota bacteriana e leveduriforme presente nas
escamas, cavidade cloacal, oral e peconha de Bothropoides jararaca e
Caudisona durissa terrifica recém capturadas, e aquelas mantidas em
diferentes regimes de cativeiro;

e Comparar as frequéncias dos micro organismos bacterianos
encontrados nas amostras das serpentes mantidas nesses diferentes

regimes;

e Avdiar a susceptibilidade “in vitro” das bactérias isoladas da cavidade

oral e pegconha frente a diferentes antimicrobianos;

e |dentificar as leveduras isoladas por meio do Sequenciamento do rDNA.

4.3MATERIAL EMETODOS
4.3.1 Animais

Na avaliagdo da microbiota das serpentes foram utilizados 56 animais
adultos de ambaos os sexos, sendo 26 de Bothropoides jararaca (Figura 4.1 A)

e 30 de Caudisona durissa terrifica (Figura 4.1 B) mantidos em diferentes
regimes de cativeiro. Foram avaliados os regimes de quarentenario (recém-
capturadas), cativero intensivo (individual) e semi-extensivo (coletivo),

conforme descricao prévia no capitulo 3 deste estudo.
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Foram incluidas no experimento serpentes recém-capturadas
consideradas aparentemente saudaveis com base na condicdo corporea
(musculatura axial bem desenvolvida e costelas dificimente papaveis). As
serpentes cativas foram incluidas com base na condigc&o corporea, sucesso da

realizagdo da ecdise, rotina alimentar e hidratacao.

A contencdo das serpentes para a coleta de dados biométricos foi
realizada com o auxilio de gancho herpetolégico e tubos de polipropileno.
Foram coletados dados relacionados ao comprimento rostro-cloaca (CRC),
comprimento da cauda (CC), peso, sexo e data da chegada do animal
(Tabelas 1 e 2 — Anexo Il). Durante o experimento os animais ndo foram
submetidos a procedimentos de contencd quimica, uso de antibidticos ou

medicamentos para endo e ectoparasitas.

Figuras 4.1 A-B. Espédes de serpentes enwlvidas na analise microbiolégica. A
Bothropoidesjararaca. B. Caudisona durissa terrifica.

4.3.2 Grupos de Estudo

Foram determinados seis grupos de estudo baseados na espécie de
serpente estudada e notipo de regime de cativeiro analisado. Os grupos estdo
descritos nas Tabelas 4.1 e 4.2.
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Tabela4.1. Grupos de edudo de Bothropoides jararaca.

Bothropoides jararaca

Recém - capturadas (n=10) Cativeiro individual (n=10) Cativeiro coletivo (n=06)
Grupo RG Microchip] Sexo | Grupo RG Microchip] Sexo | Grupo RG Microchip] Sexo
G101 | 1397 (%] Q G301 219 303115 3 G501 558 305191 Q@
G102 | 1423 (%] g G3-02 535 339162 Q@ G5-02 565 366986 Q@
G103 | 1458 (%] g G3-03 541 363261 g G5-03 632 368199 @
G104 | 1525 (%] g G3-04 564 308050 g G5-04 646 320505 Q@
G105| 1653 (%] Q G3-05 603 340335 Q G5-05 751 330884 3
G106 | 1655 (%] Q G3-06 675 305893 3 G5-06 777 319399 Q
G107 | 1670 (%] 3 G307 809 346211 3 (%] (%] %] (%]
G108 | 1695 (%] g G3-08 860 313471 Q@ (%] (%] %] (%]
G109 | 1696 (%] Q@ G3-09 861 331069 Q@ (%] (%] %] (%]
G1-10| 1697 %] Q G3-10 | 1364 346464 Q (%) (%] (%) (%)

G1: Bathropoides jararaca recém-capturadas; G3: Bothropoides jararaca mantidas em cativeiro
intensivo; Gb5: Bothropoides jararaca marntidas em cativeiro semi-extensivo; &: ausente; <:
fémeas; J: machos.

Naa: A numerag o inicial dos microchips € 963000000.

Tabela4.2. Guupos de egudo de Caudisona durissa terrifica.

Caudisona durissa terrifica

Recém - capturadas (n=10) Cativeiro individual (n =10) Cativeiro coletivo (n=10)
Grupo RG | Microchip] Sexo | Grupo RG Microchip] Sexo | Grupo RG | Microchip| Sexo
G2-01| 1482 ] Q G401 | 606 306026 Q G601 | 623 340738 Q
G2-02 | 1488 @ Q G402 | 837 368447 3 G6-02 | 637 307398 Q
G2-03| 1530 @ Q G4-03| 843 328484 3 G6-03 | 639 334920 1o}
G2-04 | 1531 @ 3 G404 | 870 369585 I G604 | 640 318731 3
G2-05| 1535 @ a3 G405 | 884 305445 I G605 | 810 319342 3
G2-06 | 1542 %] a G406 | 885 337892 Q G606 | 815 326418 Q@
G2-07 | 1544 %] a8 G407 | 886 306059 Q G6-07 | 831 330981 Q
G2-08 | 1545 2 Q G408 | 891 304123 Q G608 | 862 360826 Q@
G2-09 | 1546 @ a G409 | 901 363167 3 G6-09 | 890 325614 3
G2-10 | 1547 o) Q G4-10| 904 315509 Q G6-10 | 941 304537 3

G2: C. d. terrifica recém-capturadas; G4 C. d. terrifica mantidas em cativerro intensivo; G6: C.

terrificamantidas em cativeiro semi-extensivo; & ausente; Q: fémeas; &: machos.

Nata: A numerag &o inicial do microc hip € 963000000.

4.3.3 Animais com lesdes sugestivas de micose

Foram incluidos no experimento microbiolégico trés animais das

espécies Bothropoides pauloensis, Bothrops mogen e C.d. terrifica mantidos

em cativeiro intensivo e que apresentavam les@es esbranquicadas nas
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escamas, sugestivas de micose (Tabela 4.3 e Figuras 4.2 A e B). Para a coleta

das amostras foi utiizada a metodologia descrita no item Escamas 4.3.4.2.

Tabela 4.3. Espédes de serpentes com lesdes sugestivas de micos
incluidas no experimento microbiolégico.

N Amostra Espécie RG Microchip
1 Escama Caudisonadurissaterrifica 158 307337
2 Escama Bothropoides pauloensis 828 336229
3 Escama Bothrops moojeni 1350 336362

N: nimero da amostra.

Nota: A numeracéo inicia dos microchips € 963000000.

™~

Figuras 4.2 A-B. Serpentes com lesfes sugestivas de micose. A. Caudisona
durissa terrifica. B. Bothropoides pauloensis.

4.3.4 Coletadas amostras paraandise microbiol6gica

Foram coletadas amostras de peconha em microtubos e duas
zaragatoas da cavidade ora, cloacal e escamas, para posterior analse
microbioldgica. ApO0s a coeta, as zaragatoas desthadas & analse
bacterioldgica foram imediatamente introduzidas em tubos de ensaio contendo
5 mL de solucéo salina(0,85%) estérnl*®. As zaragatoas para analise micolégica
foram introduzidas no préprio involucro das zaragatoas °

87



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

As amostras foram devidamente identificadas com o numero do grupo,
RG daserpente e tipo de materia coletado. Apés a coleta, as amostras foram
imediatamente encaminhadas ao Laboratdrio de Micologia e Microbiologia do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — UNESP campus

de Botucatu, para proc essamento biologico.

4.3.4.1 Cavidade oral e cloacal

Para a obtencdo das amostras da cavidade oral e cloacal foram
utiizadas zaragatoas estéreis de padrdo normal embebidas em soducédo
fisiologica estéril. As zaragatoas foram introduzidas no interior da cavidade oral
(Figura4.3 A) e cloaca (Figura 4.3 B) do animal e rotacionadas por um periodo

49

de aproximadamente 15 segundos Apés a coleta, o material foi

acondicionado em sacola térmicaa 4°C*.

Figuras 4.3 A-B. Coleta das amostras da cavidade oral e cloacal. A. Coleta da
cavidade oral de C. d. terrifica. B. Coleta da cavidade doacal de C. d. terrifica.

4.3.4.2 Escamas

Para a obtencédo das amostras das escamas foram utilizadas zaragatoas

estéreis de padrdo normal, umedecidas com solugao fisiolégica estéril (Fgura
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4.4 A). As zaragatoas foram friccionadas nas escamas dorsais do segundo
terco do corpo das serpentes por um periodo de aproximadamente 15
segundos 49 (Figura 4.4 B). ApGs a coleta, o material foi acondicionado em

sacolatérmica a 4°C*°.

Figuras 44 A-B. Coleta das amostras de escamas. A. Zaragatoa umedecida com
solugdo figoldgica estéril para coleta da amostra de escamas B. Coletada amostra

de escamade C. d. terrifica

4.3.4.3 Pegconha

Para a obtencdo das amostras de pe¢conha os animais fora submetidos &
hipoxia com diéxido de carbono (CO,) por um periodo de 4 a 12 minutcs,

dependendo do tamanho da serpente 0

Apés asedacéo, foi introduzida na cavidade oral e presa das serpentes
uma zaragatoa umedecida com alcool 70%, proporcionando assepsia do local.
Esse procedimento foi realizado na tentativa de minimizar a contaminacdo da
peconha pelos micro organismos presentes na mucosa oral. A pegconha foi
coletada por meio da compressdo suave das glandulas de peconha em
microtubos estéreis de 1,5 mL (Figura 4.5) e acondicionada em sacola térmica
a4c®,
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Fgura 4.5. Coleta de peconha de Bothropoides jararaca

4.3.5 Processamento microbiolégico

As amostras de peconha (20 pL por placa) e as zaragatoas obtidas da
cavidade oral, cloacal e escamas foram distrbuidas em placas de Petri
contendo Agar Sangue de carneiro (5%) desfibrinado (AS), Agar McConkey
(MC) e Agar Saboraud-Dextrose (SAB). O procedimento foi realizado em
camara de fluxo laminar e com o auxilio de uma algca de niquel-cromo e um
bico de Bunsen, foram realizadas semeaduras por esgotamento de modo a

possihilitar a obtencdo de culturas isoladas e puras.

Os meios AS e MC foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C
com leituras a cada 24, 48 e 72 horas e 0o meio SAB fa incubado a 25°C em

estufa micolégicacom lkeituras de no minimo sete das.
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4.3.5.11dentificagcdo bacteriolégica

A avalac&o da morfologia colonil foi avaliada quanto a caractersticas
macroscopicas (tamanho e coloragdo das colbnias, presenca ou nédo de
hemdlise), microscopicas (caracterizagdo morfo-tintorial) e provas bioquimicas

. s . 51
gerais e especificas de acordocom Quinn et al .

A dentificagdo dos micro organismos provenientes do AS e MC foi
realizada por meio de série bioquimca EPM (Fermentacdo da glicose,
Producdo de gés, Wéia e Fenilalaning), Mili (Motilidade, Descarboxilacdo da
Lisina e Indol) e Citrato de Simmons, incubados em estufa a 37°C por 24h para

posterior kitura e interpretacdo das provas %2

Foi registada a produgdo de gas (CO,), producdo de sulfeto de
hidrogénio (H,S), hidrdise da uwéia, desaminagdo do triptofano,
descarboxilagdo da lisina, motilidade, indol e utilizagdo do citrato. Como provas
complementares foram utilizadas os testes de Voges-Proskauer (VP), Catalase
e DNAse (5). Os resukados positivos e negativos foram comparados com as

tabelas de identificagc &o de bactérias %2

4.3.5.2 Antibiograma

As culkuras bacterianas obtidas das peconhas e cavidade oral foram
submetidas aos testes de susceptibilidade “in vitrg® frente a 12 diferentes
antimicrobianos: Amicacina (30 pg), Amoxicilina (10 pg), Ampicilina (10 pg),
Ceftiofur (30 ug), Cloranfenicol (10 ug), Enrofloxacina (05 pg), Gentamicina (10
pg), Norfloxacina (10 ug), Polimixina B (300 pg), Sulfametoxazol+trimetoprim
(25 pg), Tigeciclina (15 pg) e Tobramicina (10 pg). A escolha dos
antimicrobianos foi realizada de acordo com a importancia clinca e

epidemioldgica dos isolados obtidos.
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Os antibiogramas foram realizados em meio de Muller & Hinton,
empregando-se 0 método de disco difusdo, indicado para bactérias aerébias de
crescimento rapido, com o objetivo de observar o perfi de resisténcia e
sensibilidade de um determinado micro organismo por meio das zonas de
inibic o de crescimento in “vitro” 352

As colbnias puras com no maximo 24 horas de incubag &o foram colhidas
em*“pool’ com aga de niquel-cromo, diluidas em 5 mL de solugédo salina esteéril
e homogeneizadas até verificar-se uma turbidez correspondente a escala 0,5
de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL) *. A semeadura fa aplicada uniforme mente
com o auxilio de zaragatoas umedecidas nas culturas bacterianas e os discos
de antimicrobianos foram depositados manualmente nas placas com o auxilio
de uma agulha estéril, emcondi¢cbes de esterilidade em fluxo laminar. Apés 18-
24 horas de incubagdo em aerobiose a 37°C foi redizada a leitura com uma
régua transparente milimetrada para determinar precisamente o diametro (em

mm) do halo de inibi¢ &o.

As concentracdes, bem como os critérios de interpretacdo, foram
baseadas nas recomendacdes do “Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI"*,

4.3.5.31dentificagd micolégica

Na avaliagdo micolégica, foram consideradas somente as col6nias
leveduriformes devido & relevancia na medicina humana e na medicina de
répteis >

As diferentes colénias de leveduras foram repicadas em tubos de ensaio
contendo SAB inclinado e incubadas a 25°C. Apds cinco dias os micro

organismos foramsubmetidos a testes de identificagdo presuntiva >,
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As lveduras foram identificadas quanto a caracteristicas
macromorfoldgicas (técnica decaddnia gigante) e micromorfadogicas (técnica de

microcultivo) 5556

4.3.5.3.1 Caracteristicas macromorfolégicas (Col6nia gigante)

Foi inserido um pequeno fragmento de cada amostra de levedura no
centro de uma placa de Petri contendo SAB. As placas foram incubadas em
estufaa 25°C por sete dias e apés o desenvolvimento, a cdénia foi submetida
a4 acdo do formol (0,5 mL), e observados o tempo de crescimento, textura,

topografia, aspecto, superficie, bordas, coloragcao e pigmentoss.

4.3.5.3.2 Caracteristicas micromorfolégicas (Microcultivo)

Para observacdo das caracteristicas microscopicas foram utilizadas
placas de Petri de vidro contendo laminas dispostas sobre um bast&o de vidro.
Foram semeados fragmentos das amostras em quadrados de um cm’ de SAB

e em seqguida cobertas por laminula estéril. Foi adicionado algodao embebido
em sducdo salina estéril para evitar o ressecamento da amostra. As placas

foram incubadas a 25°C durante sete dias e apdés o desenvovimento
satisfatorio, foi adicionado 0,5 mL de formol, retirado a laminula e adicionado

~ )T %
lactofenol azul de algodéo para analise ™.

4.3.5.31dentificagd molecular pelo seqienciamento de rDNA
4.3.5.3.1 Extragédo do DNA gendm ico

O procedimento para extragdo de DNA seguiu 0s principios béasicos da

lise alcalina e digestao protéica por proteinase K >

93



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

A extragcdo de DNA gendmico foi adaptada do protocolo descrito por
McCullough et al °’. As amostras foram transferidas para microtubos “safe lock”
de 2 mL contendo 500 mg de “glass-beads’ (“Glass-beads” acid washed, 0,4-
0,6 um, Sigma®) e adicionados 500uL da solucéo tampao (1 mL de sorbitol 1M
e 125 mM de EDTA). As amostras foram agitadas no agitador de tubos
Precellys 24®, sendo realizados 3 ciclos de 40 segundos a 5000rpm, com
intervalos de descanso de 20 segundos.

Apés a agitagdo, as amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5804 R,
Eppendorf®) em temperatura ambiente por 10 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 pL da solugcdo tampéo
de extracdo (Tris-HCL 100 mM, EDTA 20 mM, SDS 1%, 2-mercaptoetanol
0,2%) e 20 pL de proteinase K gelada (20mg/mL).

As amostras foram incubadas a 54°C por 12 horas. Em sequida,
acrescentou-se 50 pL de acetato de sddio a 3M e os microtubos foram

mantidos por 60 minutos a -20°C.

Foi realizada centrfugacdo a 4°C por 10 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos de 2 mL, sendo adicionado
1 mL de etanol 100% gelado. As amostras foram homogeneizadas por inversao
e foi realzada centrifugacdo a 4°C por 10 minutos a 13000 rpm, ocorrendo

precipitacdo do DNA.

O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado com 500 uL de
etanol 70% gelado, seguida de nova centrifugacdo a 4°C por 10 minutos a
13000 rpm. Apés esta etapa os microtubos foram incubados a 50°C por 20
minutos. Em seguida o DNA seco fo ressuspendido em 50 pL de agua MiliQ

estéril aquecida e mantidos a -20°C até asua utilizac&o.

Para a quantificacdo do DNA foi utillizado o espectrofotémetro
NanoVue®.
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Para a confirmacédo da presenca do DNA e tamanho dos fragmentos, foi
preparado gel de agarose 1,5% em tampao de corrida TBE 1x (Tris-base 24,59,
Acido boérico 27,82 g, EDTA 4,669, Agua MiliQ 1000 mL) e brometo de etidio
0,5 pgmL. O tempo de corrida foi de 77 minutos, sendo os primeiros 11
minutos processados a 65V (volts) e os 66 minutos restantes a 80V (volks). O
marcador de peso molecular utilizado foi o DNA Low Mass Ladder. Foram
aplicados no gel 4uL do material genético extraido e apds eletroforese, foi
visualizado por meio de umfotodocumentador Alphalmager®EC.

4.3.5.3.2 Amplificacdo do DNA

A regido ITS dos isolados fungicos foi amplificada pela técnica de PCR
com o uso dos primers (iniciadores) ITS-4 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
e ITS5 (5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3), de acordo com a técnica
descrita por Kemker et al °®. Para cada reacdo em cadeia pela pdimerase foi
adicionado ao microtubo 2,5 pL de tampédo da Taq pdimerase, 0,5 uL de dNTP
mix, 1 uL do primer forward, 1 pL do primer reverse, 0,2 uL de Taq polimerase
(Tag Amersham Biosciences), 1,5 mM de MgCl, 2 pL da amostrade DNA (10
ng/ pb), e dgua MiliQ até ovolume final de 25 L.

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Mastercycler gradient-
eppendorf) programado para realizar uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5
minutos, 1 ciclo a 94°C por 1 minuto, 1 ciclo de 58°C poar 1 minuto, 1 ciclo de

72°C por 2 minutos, e 34 ciclos de 94°C por 1 minuto e uma extenséo final de

72°C por 5 minutos.

Para a confrmacd da amplificacdo e quantficagcdo do DNA, foi
preparado gel de agarose 2% em tampao de corrida TBE 1x (Tris-base 24,59,
Acido boérico 27,82 g, EDTA 4,669, Agua MiliQ 1000 mL) e brometo de etidio
0,5 ugmL. O tempo de corrida foi de 70 minutos, processados a 80V (volts). O

marcador de peso molecular utilizado foi o DNA Low Mass Ladder. Foram
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aplicados no gel 4uL do material genético extraido e apés eletroforese, foi

visualizado por meio de umfotodocumentador Alphalmager®EC.

4.3.5.3.3 Purificagcédo do DNA

Para degradar os iniciadores ndo incorporados e hidrolisar os
nucleotidios livres, os produtos de PCR (amplicons) com aproximadamente
600pb foram purficados utilzando o ki ExoSAP-IT ™ (Amersham

Biosciences).

Foram adicionados 5 puL de ExoSAP-IT ™ aos microtubos contendo 2 pL
dos produtos de PCR (amplicons). A amostra foi homogeneizada e o
termociclador (Mastercycler gradient-eppendorf) fol programado para 1 ciclo de
37°C por 20 minutos e 1 ciclo de 80°C por 20 minutos. Apés a purificacéo, as

amostras foram armazenadas a -20°C.

Para a quantificagdo do DNA foi utilizado o espectrofotdbmetro
NanoVue®.

4.3.5.3.4 Sequenciam ento do DNA

Para o sequenciamento, os amplicons de aproximadamente 600 pb
foram enviados ao Laboratério de Sequenciamento e Diagndstico Molecular do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da
Unes p- Botucatu.

As reagdes de seqienciamento foram realizadas utilizando o BigDye®
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit. As amostras foram precipitadas com

etanol, EDTA e acetato de sddio e ressuspendidas em formamida Hi-Di ™
(Applied Biosystems). A temperatura de anelamento foi de 55°C.
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As amostras foram sequienciadas utilizando-se o seqienciador ABI 3500
DNA Analyser (Applied Biosystems). As coaridas foram feitas em capilares de

36 cm, utilizando-se o polimero POP 7.

4.3.5.35 Andlise das sequéncias

As seqléncias sense e antisense obtidas foram visualizadas por meio do
softw are Chromas 2.3, naforma de eletroferograma e alinhadas pelo programa
MEGA 4.0. Para a identificacdo dos isolados fungicos, as sequencias foram

analisadas comparativamente via BLASTn (http:/Avww.ncbi. nim.nih.gov/BLA ST)

contra a base de dados do GenBank que utiliza o método heuristico para
encontrar o melhor score de alinhamentos locais entre a sequéncia submetida
e 0 banco de dados. A identificacdo foirealizada em nivel de espécie, a partir
da classificagcdo taxonémica de sequéncias de linhagens bem caracterizadas
gue apresentam os vaores mais altos de similaridade com as sequéncis

submetidas.

4.3.5 Andlise estatistica

Para a analse estatistica dos resultados de frequéncia de bactérias
isoladas nas amostras dos diferentes grupos, foram realizados testes de
analise de variancia (ANOVA). A freqiéncia de bactérias nas duas espécies de
serpentes mantidas nos diferentes regimes de cativero foi comparada

utilizando-se os testes “t” de Student e oteste de Tukey-Kramer.

Os resultados do antibiograma foram analisados utilzando-se os testes

“x*" (Qui-quadrado) e analise de variancia (ANOVA).

Todos os testes foram realizados com o nivel de significancia de 5%,

utilizando-se o programa JUMP/SAS (verso 8.02) °.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Andise Bacteriol6gica
4.4.1.1 Grupos de Estudo

Foram avaliadas 30 serpentes Caudisona durissa terrifica e 26 serpentes

Bothropoides jararaca num total de 56 animais divididos em seis grupos (G1 a
G6). Foram obtdas 224 amostras, 426 isolados, 12 géneros e um grupo

(Bacilos gram negativos ndo fermentadores excluindo Pseudomonas spp).

As bactérias mais frequentemente isoladas foram Bacilos gram
negativos nao fermentadores (23,47%), Enterobacter sp (12,67%),
Pseudomonas aeruginosa (12,4%) e Morganella morganii (8%) em diferentes
frequéncias entre os grupos (Tabela 4.4 e Figura 4.6). As bactérias P.
aeruginosa e Pseudomonas sp foram avaliadas isoladamente dos Bacilos gram
negativos ndo fermentadores devido a relevancia nos acidentes ofidicos e na

clinca derépteis.

98



Awndlise Microbio lbgica

Michelle vanessa campagner

Tabela 4.4. Didribuicdo das frequéndasabwluta (n) e relativa (%) das bactérias
ioladas nosdiferentes gruposde serpentes estudados.

Chranacaer wp P £ & T & 04 S o
Enterobacier cloacss @ 1 £ ¢ e b a0 A
Ensoroacte w5 § § e o b oon & M
Escherichia col IR EE N
SwphyocorcuscompulsesmegaNe & L L o o a5 am
Kbty oxyrocs E @ f I b 3=
Kiebsiella preumoniae - - - - W
e I
Proteus mirabilis % 3 & o lor iwt B i
promeus vuigars E F b F % & u o=
Prowidencia rengert «© ¥ am 4 o g OB
Pooudomorasasughesa T 4 MW 6 o w
Pssutomonas 5 @ & G 9 6 T gl Vg
Sakmorists %
Seraria marconses € 3 ol .9 8t w8 iu

BGNf: Bacilos gram-negativos ndo fermentadores excluindo Pseudomonas spp; G1: B.
jararaca recém-c apturadas; G2: Cd. terrifca recém-capturadas; G3: B. jararaca mantidas
em caivero intensivo, G4 C. d. terifica mantidas em cativeirointensivo; G5: B. jararaca
mantidas em cativeiro semi-extensivo; G6: C.d.terrifica mantidas em cativeiro semi-
extensivo.
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Figura 4.6. Frequéncia relativa (%) das bactérias isoladas nos diferentes grupos de
edudo (G1 a G6).

BGNnf: Bacio gram-negatvo ndo fermentador, Staphylococcus coagulase (9):
Staphylococcus coaguase negativa; G1: B. jararaca recém-capturadas; G2 C d.terifica
recém-capturadas; G3 B. jararaca mantidas em cativeiro intensivo; G4 C d.terifica
mantidas em cativeiro intensivo; G5: B. jararaca mantidas em cativeiro semi-extensivo, G6:
C. d. terrifica mantidas em cativeiro semi-extensiv o.

O teste ANOVA (Andlise de Variancia) foi utilizado para verificar se
ocoreram diferencas na freqléncia do isolamento das bactérias entre as
varidveis estudadas (regime de cativeiro, espécie de serpente e tipo de
amostra). O teste de Tukey-Kramer e o teste “t” de Student foram utilizados
para verificar entre quais grupos houwe diferenga estatisticamente significativa

na freqliéncia de isolamento de bactérias.

A Figura 4.7 e Tabela 3 - Anexo Il, apresentam resultados do teste de
Tukey-Kramer e do teste ANOVA utilizados na comparagcdo entre o numero
total de bactérias isoladas nas diferentes amostras e os grupos de estudo (G1
a G6). Foi observado similaridade no numero total de bactérias soladas nas
amostras dos grupos G1 e G2, G3 e G4 e G5 e G6 e diferenca estatistcamente
significativa entre os grupos G1 e G2 com G3, G4, G5 e G6 e grupos G3 e G4
com G5 e G6.
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Figura 4.7. Andlise comparativa da frequéncia de bactérias
isoladas nos diferentes gupos de edudo (G1 a G6).

Gl: B. jararacarecém-captwradas; G2: C.dterrificarecém-captuadas;
G3: B. jararaca mantidas em cativeiro internsivo, G4: Cd.terrifica
martidas em cativero intensivo, G5 B. jararacamantidas em cativeiro
semi-extensivo; G6: C.dterrffica mantidas em caiveiro semi-
extensivo.

4.4.1.2 Amostras

Na andlise da frequéncia de bactérias provenientes das amostras de
peconha, cavidade oral, cloacal e escamas, foi constatado que as amostras
provenientes da cavidade cloacal e oral foramresponsaveis pelo maior namero
de isoldos, com 32,16% e 30,75% res pectvamente (Tabela 4.6).

Os Bacilos gram negativos néo fermentadores (incluindo Pseudomonas
aeruginosa), Citrobacter freundi, Enterobacter sp, Morganella morganii,
Proteus vulgaris foram encontrados em amostras de todos 0s grupos
estudados. A bactéria Proteus mirabilis foi encontrada somente em amostras
de cavidade ora do grupo G1, Serratia marcenses encontrada somente na
cavidade oral dos grupos G1 e G2, e os Staphylococcus coagulase negatva
somente nas escamas dos grupos G1, G2, G5 e G6. Citrobacter diversus foi
isolada somente em amostras de cavidade cloacal e escamas dos grupos G1,
G2, G5e G6(Tabela 4.7).
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Tabela 4.5. Disribuicdo das frequéndasabsoluta (n) e relativa (%) das amodras
ioladasnosdiferentesgruposde estudo (G1 a G6).

GRUPO VE(%) CO(%) CC(%) ESC (%) TOTAL (%)
Gl 8(11,27) 20(28,17%) 25(3521) 18(25,35) 71 (16,67)
G2 8(10,67) 25(3333) 22(2933) 20(26,67) 75 (17,61)
G3 12 (1224) 30(3061) 29(29,6) 27(27,55)  98(23)
G4 10 (11,11) 29(3222) 28(3111) 23(2556) 90 (21,13)

G5 0(0) 12(3243) 13(3514) 12(32,43) 37(8,68)
G6 0(0)  15(27.28) 20(3636) 20(36,36) 55 (12.91)

TOTAL (%) 38(8,92) 131(30,75) 137(32,16) 120(28,17) 426 (100)

VE: peconha CO:. cavidade ord; CC; cavidade cloacal; ESC: escamas Gl e G2 B.
jararaca e C. d. terrifica recém-capturadas; G3 e G4: B. jararaca e C. d. terrifica mantidas
em cativeiro intersivo, G5 e G6: B. jararaca e C. d. terrifica mantidas em cativeiro semi-
extensivo.

Tabela 4.6. Distribuicdo das frequéncias absoluta (n) e rlativa (%) das bactérias
isoladas nas dife rentes amostras dos grupos e studados.

Microorganismos VE CO CC ESC
BGN ndo fermentadores G1,G2,G3,G4 T T T
Citrobacter freundii G4 G4 T G1,G2,G4,G5,G6
Citrobacter diversus 2 1] G1, G2, G5 eG6 G6
Citrobacter sp @ G3,G6 G2 %]
Enterobacter cloacae @ G3 G2,G3,G4,G6 G1,G3,G4
Enterobacter sp G1,G2,G4 G1,G2,G3,G4,G5 T G1,G2,G3,G4,G6
Escherichiacoli %] G4 T G1,G3
Staphylococcus coagulase - 7} %] [} G1,G2,G5,G6
Klebsiella oxytoca G4 G3,G4 G1,G2,G3,G4,G6 G1,G2,G3,G4,G6
Klebsiella pneumoniae %] 1] G1,G2,G4,G5 G4
Morganella morganii G1,G2,G3,G4 T G5 G3,G5
Proteus mirabilis %] G1 %] %]
Proteus wlgaris G1,G3 G2,G3,G4,G5,G6 G1,G2 G2,G3,G4,G5
Providencia rettgeri G1,G3,G4 T @ %]
Pseudomonas aeruginosa G2,G4 T T G4
Pseudomonas sp @ G4 G4 G1
Salmonella sp G2 G1,G2,G4 G4 G1,G4
Serratia marcenses %} G1,G2 @ 1%}

VE: peconha; CO: cavidade oral; CC. cavidade cloacal; ESC: escamas; Gl B. jararaca
recém-capturadas; G2 C d. terifica recém-capturadas; G3. B. jararaca mantdas em
cativeiro intensivo, G4: C d. terrifica mantidas em cativeiro intensivo; G5: B. jararaca
mantidas em cativeiro semi-extensivo; G6: C. d terifica mantidas em cativeiro semi-
extensivo; T: todos os grupos (Gl a G6), &: ndo isolado.

102



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

Os bacilos gram-negativos ndo fermentadores (39,47%), Morganella
morganii (18,42%) e Providencia rettgeri (13,15%) foram os principais micro
organismos isolados em amostras de peconha. Em amostras de cavidade oral,
os isolados mais frequentes foram Bacilos gram-negativos nao fermentadores
(19,1%), Morganella morganii (18,33%) e Pseudomonas aerugnocsa. Para as
amostras de cavidade cloacal, Pseudomonas aeruginosa (16,05%), Bacilos
gram negativos nao fermentadores (14,6%), Citrobacter freundii e Enterobacter
sp (ambos com 12,4%) foram responséveis pelo maior frequiéncia de isolados.
Em amostras de escamas, os Bacilos gram negativos ndo fermentadores
(33,35%), Enterobacter sp (17,5%) e Staphylococcus coagulase negativa
(13,34%), foram os principais agentes isolados (Tabek 4.8).

Tabela 4.7. Distribuicdo dasfrequéncias absoluta (n) e relativa (%)
das bactériasisoladas nas diferentes amograsanalisadas.

Microorganismo VE(%) CO((%) CC (%) ESC (%)
BGNnf 15(3947) 25(19,1) 20(14,6) 40(33,35)
Citrobacter freundii 1(2,64) 1(0,76) 17(12,4) 8(6,67)
Citrobacter koseri 0(0) 0(0) 8(5,84) 1(0,83)
Citrobacter sp 0(0) 3(229) 1(074) 0 (0)
Enterobacter cloacae 0(0) 2(1,52) 10(7,29)  3(25)
Enterobacter sp 3(7,89) 13(9,92) 17(124) 21(17,5)
Escherichia coli 0(0) 3(2,29) 16(11,67) 5(4,16)
Estafilo coag - 0(0) 0(0) 0(0) 16(13,34)
Klebsiella oxytoca 1(264) 3(2,29 15(10,96) 5(4,16)
Klebsiella pneumoniae 0(0) 0(0) 4(2,92) 3(2,5)
Morganella morganii 7(18,42) 24(18,33) 2(145)  1(083)
Proteus mirabilis 0(0) 1(0,76) 0(0) 0(0)
Proteus vulgaris 3(789) 11(84) 1(074) 9(7,5)
Providencia rettgeri 5(13,15 11(8,4) 1(074) 0 (0)
Pseudomonas aeruginosa 2(526) 23 (17,55) 22(16,05  6(5)
Pseudomonas sp 0(0) 2(1,52) 1(074) 1(083)
Salmonella sp 1(264) 4(3,05  2(346) 1(083)
Serratia marcenses 0(0) 5 (3,82) 0(0) 0(0)

TOTAL

38(8,92) 131(30,75) 137(32,16) 120(28,17)

VE peconha; CO: cavidade oral; CC: cavidade cloacal; ESC: escamas;

BGNnNf: Bacilos

gram-negatives  néo

fermentadores,

exclundo

Pseudomonas spp; Staphylococcus coag (-): Staphylococcus coaguase

negativa.
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Foi observado que houve diferenca estatisticamente significativa entre a
frequéncia de bactérias isoladas nas amostras das serpentes mantidas em
cativero ndividual, coletivo e recém-capturado (Figura 4.8 e Tabela 4 - Anexo
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Figura 4.8. Analis= comparativa entre a frequéncia de bactérias
isoladas nasamodrase o regime de cativeiro utilizado.

Cativeiro coletivo: cativeio semi-extensivo; Cativeiro individud:
cativeiro semi-extensivo.

A Figura 4.9 e a Tabela 5 — Anexo Il, apresentam os resukados da
frequéncia de bactérias isoladas nas diferentes amostras anadisadas. Foi
observada diferenca estatisticamente significatva entre a frequéncia de
bactérias isoladas nas amostras de pegconha (veneno) em relagdo as demais

amostras.

104



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

% . .
.- I I J—
E 23 T - e . @
E i s = z

—_—— O
o4 .
' ' m & Al Pars
g, ¢ P F oo

amos |

Fgura 4.9. Analise comparativa entre a frequénda de
bactériasisoladas nas difere ntes amostras analisadas.

Veneno: pegonha.

4.4.1.3 Espécies de serpentes

Foi observado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre afrequéncia de bactérias isoladas nas serpentes Bothropoides jararaca e

Caudisona durissa terrifica (Figura 4.10 e Tabela 6 — Anexo Il).
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Figura 4.10. Analise comparativa entre a frequénda de
bactérias isoladas nas amostras e a espécie de
serpente analisada.

105



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

A Figura 4.11 e a Tabela 7 — Anexo Il apresentam os resultados da
frequéncia de bactérias isoladas nas diferentes amostras provenientes de
Bothropoides jararaca. Foi observado que houve diferenca estatistcamente
significativa entre a frequéncia de bactérias isoladas das amostras de pegonha

(veneno) e as amostras de escamas, cavidade cloacal e cavidade oral.

Ej_. . . .

31-. - - g O
EFE B B e
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Figura 4.11. Analise comparativa entre a frequénda de

bactérias isoladas em amodras de Bothropoides
jararaca.

Veneno. pegonha.

Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia
de bactérias isoladas das amostras de peconha e as amostras de escamas,

cavidade cloacal e cavidade oral de Caudisona durissa terrifica (Figura 4.12 e
Tabela 8 —Anexo II).
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FHgura 4.12. Analise comparativa entre a frequéncia de
bactérias ioladas em amodras de Caudisona durissa

terrifica.

Foi observado que houve diferenca estatisticamente significativa entre
as frequéncias das bactérias isoladas e o tipo de cativeiro utilizado pela
serpente Bothropoides jararaca. O cativeiro intensivo apresentou a maior
frequéncia de isolados, seguido do recém-capturado e do cativeiro semi-

extensivo (Figura 4.13 e Tabela 9 — Anexo ).
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Figura 4.13. Analise comparativa entre a frequéncia de

bactérias isoladas e o tipo de cativeiro utilizado pela
serpente Bothropoidesjararaca.
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Foi observado que houve diferenca estatisticamente significatva entre
as frequéncias das bactérias isoladas e o tipo de cativeiro utilizado pela
serpente Caudisona durissa terrifica. O cativeiro intensivo apresentou a maior
frequéncia de isolados, seguido do recém-capturado e do cativeiro semi-

extensivo (Figura 4.14 e Tabela 10 — Anexo Il).
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Figura 4.14. Andlise comparativa entre a frequéncia de
bactérias isoladas e o tipo de catiwiro utilizado pela
serpente Caudisona durissa terrifica.

Cativeiro cdetivo: cativeiro semi-extensivo; Cativeiro individua:
cativeiro s emi-extensivo.

4.4.1.4 Regimes de cativeiro

A FHgura 4.15e a Tabela 11 —Anexo Il apresentam os resultados obtidos
na frequéncia de bactérias isdadas nas amostras das serpentes recém-
capturadas. Foi observada diferenca esfatisticamente significativa entre o
numero total de bactérias isoladas das amostras de pegonha (veneno) e

escamas emrelagcdo as demais amostras (cavidade oral e cloaca).
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Figura 4.15. Andlise comparativa entre a frequéncia de
bactérias isoladas em amostras de serpentes recém-
capturadas

Na avaliagdo entre o namero total de bactérias soladas nas amostras
das serpentes mantidas em cativeiro intensivo, foi observada diferenca
estatisticamente signifcativa entre a frequéncia de bactérias isoladas e as
amostras de peconha (veneno) e amostras de escamas emrelagdo as demais

amostras (cavidade oral e cloaca) (Figura 4.16 e Tabela 12 —Anexo ).
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FHgura 4.16. Analise comparativa entre a frequéncia de
bactérias isoladas em amostras de serpentes mantidasem
cativeiro intensivo.
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Os resultados obtidos da comparacdo entre a frequéncia de bactérias
isoladas e amostras das serpentes mantidas em cativeiro semi-extensivo
mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia
de bactérias isoladas nas amostras de peconha (veneno) e amostras de
cavidade oral em relacdo as demais amostras (cavidade cloacal e escama)
(Figura 4.17 e Tabela 13 — Anexo II).
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Fgura 4.17. Analise comparativa entre a frequéncia de
bactérias isoladas em amostras das serpentes mantidas
em cativeiro semi-extensi vo.

4.4.2 Antibiogram a

Foram realizados 129 antibiogramas dos isolados obtidos das amostras

de cavidade oral e pegonha das serpentes estudadas. As amostras foram
classificadas como “sensiveis”, ‘resistentes” e “intermediarias”. Os resultados

dos antibiogramas estéo representados nas Tabelas 4.8,4.9e 4.10.

Os artimicrobianos que apresentaram altos indices de sensibilidade
foram Amicacina, Norfloxacina e Tobramicina, com 98,45%. Entre os que
apresentaram sensibilidade intermediéria estdo a Tigecilina (20,2%) e o
Cloranfenicol (19,4%). A Amoxicilina (7,75%) e Ampicilina (37,21%)

apresentaram os indices mais baixos de sensihilidade.
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Os maiores indices de resisténcia frente aos 12 antimicrobianos testados
foram observados para Enterobacter sp (50%) e Pseudomonas aerugnosa
(41,6 6). Pseudomonas sp foi o Unico agente sensivel a todos o0s

antimicrobianos utilizados.

Das 129 amostras testadas, somente 28 (21,70%) apresentaram
resisténcia a um unico antimicrobiano (96,43% para Amoxicilina e 3,57% para
Ampicilind). Cento evinte e sete amostras (98,45%) foram resistentes a dois ou
mais antimicrobiancs, ocorendo nove diferentes combinagcdes entre eles. A
resisténcia maltipla (estirpes resistentes a trés ou mais antimicrobiancs) foi
observada em 36 amostras (27,90%), e a combinacdo mais freqlente ocorreu
entre Amoxicilina, Ampicilina e Polimixina B (37%).
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A andlise do teste y? (qui-quadrado) mostrou que cada uma das
bactérias isoladas no experimento respondeu de forma dferenciada aos 12

antimicrobianos testados (Figura 4.18 e Tabela 12 — Anexo II).

! o7
(o e —

antiblotlco

Figura 4.18. Tege ¥ (Qui-quadrado) dos resultados
“sensivel” (S), “intemediario” (I) e “resistente” (R)
frente aos 12 antimicrobianoste gados.

AMI: Amicacina; AMO: Amoxiciina; AMP: Ampicilina; CTF:
Ceftiofur; CLO: Cloranfenicol; ENO: Enrofloxacina; GEN:
Gentamicina; NOR: Norfloxacima; POL: Polimixina B; SUT.

Sulfam etox azol +rimet roprim; TG Tigecilina; TOB:
Tobramicina

Na comparacdo dos antibiogramas entre 0s seis grupos estudados, foi
constatado que houve diferenca estatisticamente significativa entre o0s

resultados ohtidos (Figura 4.19 e Tabela 14 — Anexo ).
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Figura 4.19. Tede % (qui-quadrado) dos resultados
“sensivel” (S), “intermediario” (I) e “resistente” (R) dos
isolados dos diferentes grupos analisados (G1 a G6).

G1l: B. jararaca recém-capturadas; G2: C.d.terrifica recém-
capturadas; G3: B. jararaca mantidas em cativeiro intensivo;
G4: C.d.terrifica mantidas em cativeiro intensivo; G5: B.
jararaca mantidas em cativero semi-extensivo; G6: C.d.
terrifica mantidas em cativ eiro semi-extensivo.

Foiobservado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
analise do antibiograma entre os isolados das serpentes recém capturadas,

mantidas em cativeiro intensvo e semi-extensivo (Figura 4.20 e Tabela 15 —
Anexo Il).

116



Awndlise Microbio lbgica

Michelle vanessa campagner

1.00
0.75 -
=] =
E 0.50
z
0.25 - i
Bl -
D'DD_T?_-EI =1
% E £ 3
E s W
catlwelno

Fgura 4.20. Teste %* (qui-quadrado) dos resultados
“sensivel” (S), ‘intermedidrio” (I) e “redstente” (R) dos
isolados nos diferente s regimes de cativeiro.

Cativeiro coletivo: cativero semi-extensivo, Cativeiro
individual: cativeiro intensiv o.

O teste de Tukey-Kramer e a analise de variancia (ANOVA) indicaram
gue na comparagdo entre os resutados considerados “sensivel” (S), houve
diferenca estatisticamente significativa entre a Amoxicilina e Ampicilina em
relagdo aocs demais antimicrobianos testados (Figura 4.21 e Tabela 16 — Anexo

.
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Figura 4.21. Andli® da compamcdo entre os resultados
“sensivel” (S) obtidosfrente aos 12 antimicrobianoste gados.

AMI: Amicacina; AMO: Amoxiciling; AMP: Ampiciina; CTF: Ceftiofur;
CLGO: Clorarfenicol; ENO: Enrofloxacina (5ug); GEN: Gentamicina; NOR:
Norfloxacina; POL: Polimixina B; SUT: Sulfametoxazol + trimetroprim;
TIG: Tigecilina; TOB: Tdbramicina.

Na comparacdo dos resultados “intermediario’ (I), foi observado que

houv e diferengca estatisticamente significativa entre a Amoxicilina, Cloranfenicol
e Tigecilina em relagdo aos demais antimicrobianos testados (Figura 4.22 e

Tabela 17 — Anexo II).

18



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

i s s =

T i1 35§ 588§ F 8,

Figura 4.22. Analise da comparagdo entre os resultados
“‘intermediario” (1) obtidos frente aos 12 antimicrobianos testado s

AM: Amicacina; AMGO: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CTF: Ceftiofur;
CLO: Cloranfenicol; ENO: Enrdfloxacina; GEN: Gentamicina; NOR:
Nofloxacina; POL: Pdimixina B; SUT: Sulfamet oxazol+trimetroprim; T G:

Tigeciina; TOB: Tobramicina.

Na comparagcdo dos resultados “resistente’ (R), houve diferenca
estatisticamente significativa entre a Amoxicilina e Ampicilina em relacdo aos

demais antimicrobianos testados (Figura 4.23 e Tabela 18 —Anexo ).
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Figura 4.23. Andli® da comparcdo entre os resultados
“red stente” (R) obtidos frente aos 12 antimicrobianos testados

AMI: Amicacina; AMO: Amoxiclina; AMP: Ampicilina; CTF. Ceftiofur;
CLO: Cloranfenicol; ENO: Enrdfloxacina; GEN: Gentamicina; NOR:
Norfloxacina;, POL: Polimixina B; SUT. Sufametoxazd+timetroprm;
TIG: Tigecilina; TOB: Tobramicina
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4.4.3 Andlise micolbgica

Foram obtidos cinco isoldos de fungos leveduriformes na analise
micolégica provenientes de trés animais com lesGes sugestivas de micose
(Bathrops moojeni, Bothropoides pauloensis e Caudisona durissa terrifica), e

duas Bothropoides jararaca mantidas emcativeiro intensivo.

4.4.3.1Macrom orfologia

De manera geral, os cultvos de leveduras mantidos em temperatura
ambiente (25°C) apresentaram réapido crescimento, coloraco creme, aspecto
seco e opaco, textura membranosa, formato cerebriforme com superficie
rugosa ou estriada, tornando-se com o0 tempo levemente penugentas e
aderindo fortemente ao meio de cultura. Somente uma cultura (20%)

apresentou textura lisa, mas com aspecto semelhante as demas leveduras.
Todas as colénias foram identificadas fenotipicamente como Trichosporon sp

(Figuras 4.24A-E).
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Figuras 4.24 A-E. Macromorfologia dos iolados de Trichosporon sp em
egamasde serpentes. A) Amostra 5: Bothrops moojeni (RG 1350); B) Amostra
4: Bothropoide s jararaca (RG 860); C) Amostra 3: Bothropoides pauloensis (RG
828); D) Amostra 2: Bothropoides jararaca (RG 564); E) Amostra 1: Caudisona

durissa terrifica (RG 158).
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4.4.3.2Microm orfologia

O exame microscépico de todos os solados de Trichos poron sp revelou

blastoconideos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras (Figuras 4.25 A-F).

Figura 4.25 A-F. Caracteristicas morfolégicas de Trichosporon sp em Agar
Saboraud Dextrose (SAB). A) Bastoconideos, artroconideos e pseudo-hifas. B)
Amostra 5: Bothrops moojeni (RG 1350); C) Amostra 4. Bothropoides jararaca
(RG 860); D) Amostra 3: Bothropoides pauloensis (RG 828); E) Amodra 2:
Bothropoides jararaca (RG564); F) Amostra 1: Caudisona dutissaterrifica (RG

158).
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As colbnias fangicas foram submetidas a extracdo do DNA gendmico

para arealizacdo da reacdo em cadeia pela agcdo da polimerase (PCR). Duas

amostras foram provenientes

das serpentes envolvidas

no

estudo

microbioldgico (amostras 2 e 4) e trés foram provenientes de animais com

lesdes sugestivas de micose (1,3 e 5) (Tabela 4.28).

Tabela 4.11. Amostras utilizadas para identificacdo molecular pelo
sequenciamento de rDNA.

N Amostra Espécie RG
1 Escamas Crotalus durissus terrificus 158
2 Escamas Bothrops jararaca 564
3 Escamas Bothrops pauloensis 828
4 Escamas Bothrops jararaca 860
5 Escamas Bothrops mooijeni 1350

N: n” da amostra; RG: nimero de registro da serperte.

4.4.3.1 Extracdo do DNA genémico

A Tabela 4.29 e a Figura 4.26 maostram respectivamente a determinagéo

da concentragdo e a visualizacdo do produto da extracdo das amostras

identificadas como Trichosporon sp em escamas de serpentes.
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Tabela 4.12. Quantificagdo do produto de extragao

analisado em espectrofotbmetro NanoV ue®.

N RG Ng/Mg/uL  Azgopeo  Aoenrom
1 158 5495 1.761 1.407
2 564 579 1.773 1.385
3 828 560 1.769 1.418
4 860 586 1.762 1.139
5 1530 594.0 1.737 1.186

N: ndmero da amostra; RG. nUmero de registro da sempente;

Ng: nanogramas; A absorbancia.

Figura 4.26. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) do
produto da extracdo de DNA gendmico bruto de cinco
isolados de Trichosporon sp.

M: marcador (DNA Low Mass Ladder);
(C.d.terrifica); 2 amostra 564 (B. jararaca); 3: amostra 828 (B.
pauoersis), 4. amostra 860 (B. jararaca); 5 amostra 1350 (B.

mo oje ni).

1. amostra 158
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4.4.3.2 Amplificacdo do DNA

O perfil eletroforético dos produtos da reacdo de anplificagcdo revelou
cinco bandas de aproximadamente 600pb (Figura 4.27).

2000 bp

1200 bp
800 bp

400 bp

FHgura 4.27. Eletroforese em gel de agaroe (1,5%) do
produto da amplificacgdo do material genético das
amodras de Tichosporon sp isolados em escamas de
serpentes.

M marcador (DNA Low Mass Ladder); 1: amostra 158

(C.d.terrifica); 2: amaostra 564 (B. jararaca); 3 amostra 828 (B.
pauloensis); 4: amostra 80 (B. jararaca), 5: amostra 1350 (B.

noojni).
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4.4.3.3 Sequenciamento do DNA

Os iniciadores ITS4 e ITS5 foram eficientes para o sequenciamento do
género Trichosporon. Foram sequienciadas em média 469 nucleotidios e obtida
a identificag 8o da espécie Trichosporon asahii para todos os isdados. A Tabela
4.13 mostram a homologia e 0 nimero de acesso no Gene Bank obtidos em

cada amostra proveniente de escamas de serpentes.

Tabela 4.13. Identificacdo, espécie de serpente, nimero de acesso no Gene
Bank e homologia daos cinco isolados sequenciados.

o 0
Isolado Serpente (RG) gérﬁecgsasn(l)( Homgcl)ogia
Tiichosporon asahii | Caudisona durissa terrifica (158) | FJ943429.1 100%
Tiich osporon asahii Bothropoidesjararaca (564) FJ943429.1 99%%
Tnchosporon asahii Bothro poides pauloensis 828) | FJ943429.1 100%
Trichosporon asahii Bothropoidesjararaca (860) FJ943429.1 100%
Tiich osporon asahii Bothrops maoo jeni (1350) FJ943429.1 100%
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4.5 DISCUSSAO

As doencgas infecciosas sdo a maior causa imediata de morte de répteis
em cativeiro °. Um estudo retrospectivo conduzido no Detroit Zoo (Estados
Unidos) concluiu que dos 1300 6bitos ocorridos por um periodo de 10 anacs,
36.6% foram causados por agentes microbianos ®. Em um estudo semelhante
realizado por Cow an no Philadelphia Zoo (Estados Unidos), a percentagem de

6bitos entre os répteis chegou a 80% .

A predominancia de bactérias dafamilia Enterobacteriac eae em isolados

de réptes, € relatada em varios estudos realizados tanto com animais

- 14 2 4 . .
cativos™® 020304 gquanto de vida livre 336566

Bactérias gram positivas e
bacilos gram negativos ndo fermentadores, com excecdo de Pseudomonas
spp, sdo relatados com menor freqtiéncia e normalmente néo sdo consideradas

como patogénicas para as serpertes °.

A familia Enterobacteriaceae, é formada por bastonetes gram-negativos
méveis que fermentam e oxidam a glicose e ndo formam esporos *. Os micro

organismos pertencentes a este grupo possuem uma grande heterogeneidade

- . . . A 167
emrelac& a sua ecologia, seus hospedeiros e seu potencial patogénico >167

Séao distribuidos mundialmente, podendo ser encontrados no trato intestinal de

animais e humanos, contaminando avegetagcao, o solo e a égua67.

Nos répteis, as enterobactérias apesar de compor a flora normal desses
animas ®% sdo normalmente destacadas como agentes causadores de

osteomielite '°™, sepse ™™, estomatites *™ 111076

1175

, gastroenterites
infecgcbes pulmonares Os principais micro organismos isolados em
amostras provenientes de serpentes pertencem aos géneros Citrobacter spp,
Enterobacter spp, Klebsiella spp, Proteus spp, Pseudomonas aeruginosa e

2,23,37,38,77,78
Salmonella spp .
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Os resultados obtidos nos estudos relacionados a investigacdo da

microbiota ofidica s&o influenciados pelo tipo de amostra analisada *"°37°,

1 .~ .
s08L& 33308 condiges nas quais

21,37

metodologia aplicada , Espécies deserpentes

as serpentes sdo mantidas (cativeiro ou vida livre) e sanidade dos

animais %,

Nesse estudo, o nimero de solados bacterianos obtidos nas amostras
de cavidade cloacal das serpentes foram inferiores aos encontrados por Bastos
eta ® para Bothropoides jararaca recém-capturadas e superiores aos obtidos
por Ferrera-Junior et a ¥ para Caudisona durissa terrifica mantidas tanto em
cativero quanto recém-capturadas. Para amostras de escamas, os resuktados
obtidos nesse estudo corroboram os dados encontrados por Sheridan et al *’

em Crotalus atrox de vida ivre e mantidas em cativeiro.

A carga bacteriana solada nas amostras de cavidade ora e peconha na
presente investigacdo € semelhante a encontrada por Arroyo et a 33 para
viperideos costariguenhos mantidos em cativeiro e superiores aos resultados

obtidos por Baylock 63

em amostras provenientes de serpentes africanas
recém-capturadas, tanto peconhentas quanto ndo peconhentas. Alguns
autores®3%8 destacam que em investigacdes onde a cavidade oral e a
peconha sdo analisadas separadamente, a carga bacteriana dacavidade oral €

muito superior, fato também observado nesse estudo.

A identifcacdo de agentes bacterianos em réptes tem focado

principalmente micro organismos patogénicos da cavidade oral e cloacal de

7 . . .
63667983 pelatos sobre a microbiota bacteriana

1785

animas cativos e de vida livre

de escamas de serpentes Sdo pouco comuns e normalmente estdo

relacionados a doengas .

No presente estudo, 0s micro organismos mais isolados em amostras de
escamas foram Bacilos gram-negativos ndo fermentadores, Enterob acter sp e
Staphylococccus coagulase negativa. Estes resutados diferem dos

encontrados por Sheridan et al Y na qual foram isolados Staphylococccus
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coagulase negativa, Pseudomonas spp e Citrobacter freundi das escamas de

cascavéis norte-americanas cativas e devida-livre.

Os Bacilos gramrnegatives ndo fermentadores sdo micro organismos

aerobios estritos amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados

principalmente no solo e na agua %8 Geramente saprofiticos, apresentam
potencial patogénico em individuos imunodeprimidos % Nos répteis, esses
189 'mas ha relatos de

90

micro organismos fazem parte da microbiota normal
septicemia causada por S. matophilia em crocodiliancs e estomatte

ulcerativa em of idios mantidos emcativeiro .

As bactérias do género Enterobacter sdo encontradas na superficie do
solo, plantas, agua e colonizam superfcies de mucosas de mamiferos, sendo
normal mente isdadas de individuos imunodeprimidos °**%?, Apesar de ndo
serem consideradas como flora normal de escamas de répteis, as bactérias
desse género foram isoladas em quase todos os grupos de serpentes
analisadas nesse estudo. Esse género é considerado oportunista e
normal mente esta associado a doencas emrépteislo. Em quelbnios cativos, ha
relatos de isolamento de Enterobacter em abscessos, dermatite ulcerativa e

66939 Em crocodilianos foram considerados

ulceracdo da carapaga
responsaveis por severas lesdes de escamas !, e em serpentes, esses micro

organismos estao associados a lesdes orofaciais ®,

Os Saphylococcus coagulase negativa Sao micro organismos
normalmente encontrados na pele e membranas mucosas de humanos, e
geralmente possuem um relacionamento benigno ou simbiético com seu

. 7
hospedeiro 516

. No entanto, adquirem potencial patogénico se penetrarem no
tecido do hospedeiro por meio de trauma da barreira cutanea % Em répteis, os
Staphylococcus coagulase negativa também sdo considerados como flora
normal das escamas e cavidade oral **. No entanto, h4 casos de estomatites
e necroses de escamas em quelbnics, mas sempre em associagdo com outras

bactérias, principalmente gram-negativas 10
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As escamas dos répteis, como a pele de outros animais, protegem
estruturas internas de trauma, dissecacdo, invasdo de bactérias, fungos,
parasitas e temperaturas extremas, além de servir como alerta quando ha
problemas com o organismo % Dessa maneira, 0 conhecimento da microbiota

7

bacteriana das escamas dos répteis € necessario para que diagnaésticos

. . . . A 17
apropriados sejam estabelecidos em casos de enfermidades cutaneas B

A microbiota gastrointestinal de répteis é geralmente composta de
bactérias gram positivas e negativas, leveduras e protozoarios %7 Varios
autores sugerem que 0s micro organismos geralmente considerados como flora
normal do sistema digestdrio de répteis podem atuar como agentes etioldégicos
de doencas gastrointestinais 7.

Os agentes bacterianos mais isolados da cavidade cloacal nesse estudo
foram Pseudomonas aeruginosa, Bacilos gram negativos ndo fermentadores
(exclundo Pseudomonas spp), Citrobacter freundi e Enterobacter sp. Esses
resultados diferem dos encontrados por Bastos et al ” onde os principais
isolados de cloaca de jararacas cativas foram Salmonela spp, Citrob acter sp e
Escherichia coli, e concordam parcialmente com os achados de Ferreira-Junior

et a ¥

, ha qual Samonella enterica (lllb), Pseudomonas aeruginosa e
Morganella morganii foram as principais bactérias isoladas em cascavéis

recém-capturadas e mantidas emcativeiro.

As bactérias do género Pseudomonas sdo Bacilos gram negativos nao
fermentadores de maior importancia médica, sendo a P. aeruginosa o
microorganismo de maior destaque % Esse agente pode ser encontrado no
solo, matéria organica em decomposicdo, vegetacdo, agua e s& muito
frequentes em infeccdes hospitalares e infeccbes causadas por acidentes
ofidicos °°. Embora sej considerada como parte da flora normal da cavidade
oral e trato intestinal dos répteis -3¢ diversos relatos associam P. aerugincsa

. - - 76,97,1
a gastroenterites em serpentes, lagartos, quelénios e crocodilianos 6,97.100
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Os micro organsmos pertencentes ao género Citrobacter sdo bacilos
aerObios gram negativos, normalmente encontrados na agua, solo, alimentos e

. . . . 101
trato intestinal de animais e humanos *°

. Essa bactéria tem sido registrada
como causadora de um amplo espectro de infecgdes em humanos, incluindo
infeccbes do trato urinério, peritonites, endocardites, meningites e

. 2
bactere mias 2.

Nos répteis, esses micro organismos sao relatados como microbicta

103

cloaca normal ~~, mas foram relacionadas as infecgfes gastrointestinais em

semperntes Laticauda colubrina mantidas em cativeiro 3 contetdo intestinal de

75

necropsia de serpentes e associados a diarréias em crocodilianos e

sempentes **.

A espécie E cloacae é encontrada tanto em répteis sadios quanto

4 ;- , . . . .
doentes °*.  Normalmente é isolada em répteis mantidos em cativeiro como
pets e pode estar associada a diarréias em criangas e infec¢cdes genito-

urinarias em adultos °.

A microbiota da cavidade oral dos répteis € rica e apresenta micro

organismos saprofitas e oportunistas >®®°°

Alguns autores consideram que a
microbiota pertencente a cavidade oral das serpentes reflete a flora fecal de
suas presas 2*1% Com relacdo as peconhas ofidicas, Goldstein et al *%®
sugerem que os micro organismos isolados nas peconhas refletem a flora
presente na cavidade oral desses animais, e alegam que a peconha na

realidade € um produto biddgico estéril.

Dentre os micro organismos mas solados na cavidade oral de
sermpentes desse estudo, destacamse a bactéria Morganella morganii e
novamente o bacilo gram-negativo ndo fermentador Pseudomonas aeruginosa.
Estes resultados concordam parcialmente com os descritos por Ferreira-Junior
et a®*’, na qual os principais isolados foram Pseudomonas aerugincsa e

|75

Proteus wlgaris e os relatados por Mavridis et al >, na qual os principais
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isolados da mucosa oral de B. jararaca foram Pseudomonas sp, Enterobacter

sp e Aeromonas sp.

Os resultados descritos nesse estudo indicaram que as amostras de
peconhas dos viperideos analisados apresentam microbiota aerdbica
abundante, constituida principalmente de Enterobacteriaceae, com destaque
para Morganella morganii e Provdencia rettgeri. Estes resutados diferem dos
encontrados por Theakston et al » para Calloselasmarhodostoma.

Os acidentes ofidicos frequentemente causam infecgdes bacterianas
severas que requerem antibi()ticoterapia1°7. Os micro organismos causadores
dessas infeccdes podem ser provenientes da microbiota natural da pele do
acidentado, do ambiente, da mucosa oral, presas ou pegonha das

108,109

serpentes Cultura das presas, bainhas das presas e peconha de ofidios

dos géneros Bothrops, Crotaus e Naja tém mostrado similaridade com os
isolados de abscessos de pacientes acidentados 80107110111

A enterobactéria Morganella morganii € amplamente encontrada no
ambiente, no trato intestinal do home m e outros mamiferos, e como parte da
flora normal da cavidade oral das serpentes 107108110

A Morganella morganii € frequentemente identficada como um
importante patdogeno associado aos acidentes dfidicos, sendo isolado com
freguéncia em abscessos e aeas necrétcas encontradas no local da
picada'®M213 Alguns autores sugerem que esse agente pode ser inoculado
no momento do acidente ou infectar secundariamente o tecido necrosado pela

7,11

peconha 107113

Em répteis, apesar de considerada como microbiota normal, ha relatos
de isolamentos de M. morganii em serpentes e crocodilianos com

14114

. . . 104
pneumoni e estomatites ulcerativas 0 .

132



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

De maneira similar a M. morganii, a bactéria P. aeruginosa apesar de

115,116 A

ser isolada na cavidade oral de serpentes sadias , € amplamente

. . . 117-1
associada a estomatites ulcerativas 2

Em humanos, os membros do género Providencia podem causar
infeccdo do trato urinario, principalmente em pacientes imunodeprimidos ot
Apesar de serem considerados como flora normal da cavidade oral de
serperntes e outros répteis 1 sao agentes oportunistas causadores de

inumeras infec¢des, incluindo estomatites em serpentes % 10,118

A estomatite ulcerativa infecciosa € uma infeccdo bacteriana

relativamente comum em serpentes cativas i1z

. Ocorre principalmente em
animas depauperados, em consequéncia de condicbdes adversas,
proporcionadas pela vida em cativero '3, Os ofidios utilizados nas extracdes
rotneiras de veneno constituem um grupo de destaque na predisposicdo ao
desenvolvimento desta doenca 118120 om virtude do manejo constante e

sucessivos traumas na mucosa oral .

Além da estomatite ulcerativa, problemas respiratorios como a
pneumonia tem sido responsaveis por um grande namero de 6hitos registrados

em gandes colecbes de répeis 2

O desequilibrio de fatores
microclimaticos do cativeiro, como aquecimento insuficiente e grau de umidade

relativa incorreta contribuem para o desenvolvimento da doenca .

As informacgdes baseadas na composicdo da microbiota presente nas
peconhas, associada a cavidade oral desses animais apresentam grande

4,110,127 , .
8084, 110, , mas também no efeito

relevancia ndo soO na clinica dos acidentes
dessas bactérias como agentes causadoras de infec¢cdes em of idios utilizados
como matrizes produtoras de matéria-prima para famacos e
. RO 118,12

imunobiologicos 8.120.38

Os agentes microbianos pertencentes aos géneros Escherichia,

Klebsiella, Proteus, Salmonella e Serratia apesar da baixa freqiéncia de
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isolamento nesse estudo, sdo considerados oportunistas e apresentam grande
10,11,128

relevancia na clinica de répteis

A maioria das cepas de Escherichia cdi vive simbicticamente no trato
gastrointestinal do homem e outros animais **'%. Entretanto, algumas linhagens
apresentam alta viruléncia, podendo causar uma variedade de doengcas em
animais, ncluindo dsenteria, sindrome da uremia hemorragica, infecgcdes de

rins, septicemia, pneumonia e meningites o

No presente estudo, E cdli foi isolada em amostras de cavidade oral,
cloacal e escamas. A baia frequéncia de isolamento de E. coli em répteis
nesse estudo reflete a baixa incidéncia dessa bactéria em animais ectoter mos
129 Embora possa ser considerada como microbiota normal da cavidade oral
de animais saudaveis mantidos em cativeiro, ha relatos de isolamentos de E.
coli de infeccBes respiratorias emserpentes 103128,

O género Klebsiella é frequentemente isolado de materias bioldgicos
humanos, sendo encontrado com freqiéncia nas fezes e nasofaringe 10A
espécie K pneumoniae € considerada de maior importancia devido ao grande
nuamero de infecgdes nosocomiais atribuidas a esse agente B0

Na presente investigagdo, K oxytoca foi isolada em amostras de
peconha, escamas, cavidade oral e cloaca. K. pneumoniae foi isolada somente

emcavidade cloacal e escamas. As espécies de bactérias do género Klebsiela

1033,67

apesar de serem consideradas por alguns autores como microbiota

normal de répteis, tém sido associadas a vérias infeccdes nesse grupo de

73127

vertebrados, incluindo osteomielites *** pneumonia e gastroenterites A

maioria das cepas causadoras de infecgdes, assim como em humanos, estdo

associadas a K. pneumoniae 3130

O génrero Proteus € considerado microbiota intestinal de animais e

130

humanos A espécie Proteus mirabilis tem sido implicada em uma
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variedade de infeccdes em animais domésticos (cdes e gatos) e de producao

(aves, ovinos, bovinos) >

Nesse estudo, o género Proteus foi encontrado na peconha, cavidade
oral, cloacal e escamas de serpentes. Nesses animais, as espécies do género

Proteus também sdo consideradas como microbiota normal da cavidade oral 21,

. 132 ~ .
% e cavidade cloacal 3, mas normalmente sdo associadas a

62117 35,128

peconha

estomatites infeccdes respiratorias elesdes de escamas *.

O génrero Salmonella ocorre freqientemente no trato intestinal de

diversos vertebrados e sua excregao resulta em contaminacd do ambiente,

133134

agua e alimentos . Diversos sorotpos pertencentes a espécie Samonella

enterica sao identificados como principais agentes causadores de

gastroenterite em humanos *®*. Além da gastroenterite, diversos sorotipos séo

. N . . . s 1
associados asepticemia, bacteremias efebre tifoide 18013

A salmonelose é considerada como um grave probkema de salude
publica, e afeta milhdes de pessoas emtodo o mundo '® 0 ntimero de casos
de salmoneloses em humanaos provenientes de répteis tem aumentado nos

135,137,138,13

dltimos 20 anos e estima-se que de 5 a 11% de todos os casos de

salmonelose humana que ocorrem na América do Norte sdo associados ao
contado dreto ou indreto com “pets exéticos” 38139

6bitos*.

, ocarendo registro de

Na presente investigacdo, Salmonella sp foi isolada em amostras de
peconha, veneno, cavidade oral e cloacal. A baixa freqiéncia de isolados pode
ser explicada pela elimnacdo intermitente desse microorganismo pelos

142143

répteis e pelo tipo de metodologia utilizada 14

Pfleger et al 145

, €m um estudo realzado por um periodo de trés anos
sobre o padrdo de excrecdo do género Salmonella em anfibios e répteis,
constataram diferencas na distribuicdo desse agente entre 0s animais

analisados. Foram observados episédios de apenas um isdamento, excrecao
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intermitente em periodos de tempo curto e prolongado, e n&o foi verificada
excrecdo permanente de Samonella. Resutados semelhantes foram
encontrados por Goopee et al 2% em um estudo realizado em animais mantidos
em z oolégico.

As condigbes nas quals as amostras sdo transportadas, e a utilizagéo

dos meios de cultivo podem afetar drasticamente a recuperacdo de Samonella

nas amostras %%

Para um eficiente isolamento de estirpes do género
Salmonella, é recomendado o uso de gua peptonada tamponada como meio
de transporte, caldos de pré-enriquecimento como o Tetrationato *, RV

18,14 6 meios de cultura seletivos,

(Rappaport-Vassiliadis)*** ou Selenito-cistina
como o XLT4 (Xlose-Tergitol 4) *** Agar verde-brilhante **, SS (Salmonella-
Shigella) 1 Agar HE (Entérico Hektoen) 11144 13 e XLD (Xilose

. . . 129,133,145 . x
Lisina Desoxilato) 9133,145 Alguns autores recomendam a associagcdo de

, Rambach

diversos caldos de pré-enriquecimento e diferentes meios de cultura para

recuperacdosegura desse agente *****°

Embora seja considerada como microbiota normal de répteis, esse

agente tem sido associado a inUmeras enfermidades nesses animais como

10,1114 146,147

pneumonias , gastroenterites % lesdes cutaneas , ostemiolites 8

estomatites °’e sepse ”.

Os membros do género Serratia sdo enterobactérias encontradas na

51,130

agua e no solo . A grande maioria das infec¢cdes respiratérias, urinérias e

bacteremias causadas por esse género em humanos pertence a espécie S.

marcenses 13).

O ¢énero Serratia faz parte da microbiota de escamas, cavidade oral e

10,17,149

cloaca de diversos répteis e ja foram solados da cavidade oral e

115

peconha de serpentes saudaveis ~ . Nesse estudo, ocorreu isolamento de S.

marcenses somente em amostras da cavidade oral. Como a grande maioria

das bactérias descritas nesse estudo, o género é considerado como

oportunista, sendo freqientemente isolado em lesGes cutidneas presentes em

136



Awndilise Micro o Ligien

Michelle vanessa campagner

queldnios °° e crocodilianos *°. Em serpentes, sdo raramente associadas a

pneumonia 2

Diversos estudos relacionados a microbiota de serpentes em cativeiro
tém identficado a bactéria Aeromonas hydrophila em amostras de cavidade

18,106,118
oral e cloacal 2%

. A auséncia de Aeromonas hydrophila nas amaostras
obtidas nesse estudo confrma o status desse micro organismo como agente de
estomatite necrosante em ofidios mantidos em cativero utiizados para

8

producédo de pegonha 118 Essa auséncia também foi observada por outros

autores em of idios recém-capturados %6150

Diversas doengas infecciosas que acometem répteis mantidos em
cativero podem ser tratadas se diagnosticadas a tempo % Normalmente
essas enfermidades aparecem ap0s imunossupressdo associada ao estresse
do ambiente cativo ®*"*.

Estudos sobre o estresse cronico em répteis demonstraram que ocorre
elevacdo nos niveis de corticosterona sérico, podendo acarretar faléncia
reprodutiva, supressdo imunoldgica e uma reducdo ou auséncia no

155

crescimento . Portanto, em individuos cronicamente estressados o risco de

desenvolvimento de doengas aumenta 1%

Em grandes colecdes de serpentes, as maiorias das doencas que
acometem estes animais estdo relacionadas a0 manejo inadequado *°.
Diversos autores alegam que agentes estressantes constantes como
temperatura e umidade improprias, superpopulacdo, péssimas condicbes de
higiene e manipulagdo constante sdo os principais fatores catalisadores de
doencas nessas coleg des 153, 156-159

Os achados bacteriolégicos do presente estudo néo apresentaram
diferenca quanto a espécie de serpente anaisada, situacao també m observada

por outros autores 33.
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A dferenca entre a freqiéncia de bactérias encontradas em serpentes
recém-capturadas e mantidas em cativeiro corrobora os dados encontrados por

Theakston et a %

para viperideos tailandeses, e diferem dos achados
encontrados por Arroyo et al 33 para viperideos costa-riguenhos. Baylock 63
sugere que a discrepancia dos achados entre flora de serpentes catvas e

recém-capturadas esta relacionada a carga bacteriana do ambiente e a
habilidade que as serpentes possuem de limpar acavidade oral

Em relacdo a0 nimero de bactérias isolado em cada grupo de estudo,
foi observado que houve similaridade entre os grupos pertencentes ao mesmo
regime de cativeiro utilizado. Portanto, a diferenca encontrada no total de
bactérias entre os sistemas de cativeiro adotados pelo CEVAP sugere que 0
tipo de mango interfere na quantidade de bactérias presentes no ambiente,
fato também observado por outros autores 53863

No manejo semi-extensivo, as serpentes ficam em baias que possuem
grama, aquecedores extemos e agua corrente. Nesse sistema as serpentes
tém acesso a espagos amplos, ventilagdo, luz solar, e os animais podem
explorar varios gradientes de temperatura. A manutencdo desse ambiente é
realizada em intervalos de tempo proongados, e sd adotados eficientes
métodos de desinfec¢& como o vazio sanitario e a vassoura de fogo. Apesar
do manejo semi-extensivo ser pouco utilizado entre os principais centros

1,158

produtores de pegonha do Brasil , alguns autores consideram esse sistema

apropriado para o manejo de monoc ulturas de serpentes 1,160
No manejo intensvo, as serpentes s&o mantidas em caixas de
polipropileno e acondicionadas em estantes. Apesar de permitir a rapida
visualizacdo do animal, a temperatura interna da caixa é permanentemente
constante, a ventilagdo é inadequada e as serpentes ficam em contato com
suas proprias fezes e fezes de suas presas. A manutencdo dessas caixas é
realizada freqientemente para proporcionar um ambiente adequado para o
animal. Embora seja o sistema mais utiizado em grandes centros como o
#1%8 o o Instituto Vital Brazil ', esse regime apresenta
138
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inUmeros agentes estressantes que podem proporcionar supressao

imunoldgica nas serpentes *1%9,

Vale lembrar que o solamento de potencial patdgenos nas amostras das
serpertes estudadas ndo é sinénimo de doenca °*®. O uso da microbiologia
como uma ferramenta para avaiar as condigcOes proporcionadas por cada
regime de cativeiro adotado foi extremamente importante no processo de
avaliacdo do manejo utlizado, considerando as numerosas condigdes
estressantes proporcionadas pelo ambiente do cativeiro e o carater oportunista

dos agentes solados.

Com base nos resultados apresentados, podemos sugerr que a
guantidade de bactérias isoladas esta relacionada ao tipo de cativeiro utilizado

e ndo a espécie de sermpente andisada. Além disso, os resultados indicam que
apesar de o sistema intensvo ser o método ftradicionalmente utilizado na
manutencdo de ofidios destinados a producdo de peconha, o sistema semi-

extensivo pode ser mais apropriado para este fim.

O tratamento das infeccbes causadas por agentes bacterianos é
realizado com uso de antimicrobianos es pecificos 1% Além do uso na clinica
de répteis, os antimicrobianos séo uilizados no tratamento de acidentes
ofidicos que causam complicagdes locais como abscessos, celulite, erisipela e

necrose 1®.

A resisténcia antimicrobiana € um grave problema enfrentado pela
medicha humana e veterinaria *3'®. Um fator que cortribuiu para o
desenvolvimento dessa resisténcia fo o uso indevido de antibidticos em

diversos setores, entre eles, a medicina humana, veterinaria, pecuaria,

139,163,165

agricultura e aquic utura . O uso inadequado de antimicrobianos tem

proporcionado a selecdo de bactérias resistentes a diversos tipos de
antibidticos, causando falhas nos tratamentos e impondo limitagdes na escolha

de drogas para terapia 1.
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A resisténcia a antbioticos ja foi encontrada em animais considerados
exdticos %27 Headrick et a ¥ relatou resisténcia a esteptomicina,
tetraciclina e ao acido nalidixico em cepas de Salmonella isdadas de serpentes
e resisténcia a ampicilna, kanamicina, tetraciclina, sulffametoxazoktrimetoprim,
estreptomicina e &cido nalidixico em Salmonella isoladas de lagartos 1217,
Apesar do percentual de resisténcia adquirida de cepas soladas em répteis ser
considerado baixo, o aumento da popularidade de répteis como pets pode

contribuir para esse aumento .

Nesse estudo, os antimicrobianos mais eficientes foram os
aminoglicosideos (amicacina, gentamicina, tobramicina) e as quindonas

[ 169

(norfloxacina e enrofloxacina). Esses achados diferem de Foti et a e

corroboram os encontrados por Ferreira et a 3

Os aminoglicosideos sdo bactericidas efetivos sobre bactérias gram-
negativas aerdbias, alguns Staphylococcus, Pseudomonas aeruginosa e

Acinetobacter baumanii **°.

Os aminoglicosideos sdo considerados a melhor
opcdo para sepse causada por gram-negativos e sdo geralmente indicados
para casos de infeccdes em réptes incluindo E. coli, Klebsiella sp,
Enterob acter sp, Pseudomonas sp, Proteus sp, Provdencia sp, Saimonella sp
e Serratia sp*’® Nesse estudo, todos os micro organismos mostraram alta

sensibilidade a esse grupo de antimicrobianos.

As fluorquinolonas como a enrdfloxacina e a norfloxacina séo
bactericidas e apresentam alta atividade antibacteriana em baixas

concentragdes, quando comparadas a outras classes de agentes

antimicrobianos .

A enrdfloxacina é amplamente usada na medicina de répteis, pois € atva

contra a maioria dos gram-negatvos e gram-positivos que normalmente
causam doencas nesses animak 2°!"% As fluorquinolonas s& normalmente

indicadas no tratamento de bactérias gram-negativas, especialmente
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Pseudomonas ®’. Todos os agentes microbianos analisados apresentaram ata

sensibilidade as fluorquinolonas.

As cefalosporinas sédo uma importante classe de artibidticos de amplo
espectro usada em medicina veterinaria e humana, e geralmente sao

171 .. .,
. Na mediinaveterinaria, as

representadas por quatro classes de geragdoes
classes de um a trés sado rotineiramente utilizadas, sendo a classe quatro

usadacomfrequéncia na medicina humana 170,

Nesse estudo, a cefalosporina de terceira geracgdo utilizada (ceftiofur),
apesar de ser recomendada em infecgbes causadas por gram-negativos o
nao foi efetiva sobre Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e Serratia
marcenses. Segundo Pare et al '™, o uso continuo dessas cefalosporinas na

medicina veterinaria temcontribuido para o aumento de resisténcia.

O cloranfenicol € um antimicrobiano bactericida e bacteriostatico de
amplo espectro. E recomendado no tratamento de infec¢cdes causadas por
micro organsmos gram-negativos e gram-positivos, tanto aerdios quanto
anaerdbios °*°’.

Na presente nvestigacao, o cloranfenicol ndo foi eficaz sobre Citrobacter
sp, Enterobacter sp e P. aeruginosa. Ha registros do uso de cloranfenicol
associado com ampicilina para eliminar Salmonella em lagartos e quelénios,
mas a pratca € considerada inadequada, pois 0s animais podem ser

79,143

carreadores latentes e ndo diminar a bactéria ativamente . Além disso,

pode ocorrer selecdo de linhagens resistentes de Salmonella "%,

A ftigeciclina é um antimicrobiano derivado das tetraciclinas "2 utilizado

em medicina humana °**°

Tem amplo espectro de atividade contra
enterococcus resistentes a vancomicina, Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina e bacilos gram-negativos aerobios e anaerdbios

multirres istentes’ 31",
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A FDA (Food and Drug Administration) >’ aprovou o uso da tigeciclina
para o tratamento de adukos com severas infeccdes de pele e tecidos moles,
bem como para infeccbes intra-abdominais, tanto hospitalares quanto

173176

adquiridas na comunidade . Seu uso tem sido indicado principalmente nas

infecg 0es causadas por micro organismos multirresistentes confirmados 176

InfeccBes de tecidos moles pode ser uma importante complicac&o no
acidente por serpentes peconhentas com envenenamento local ' 0
tratamento dessas infec¢gfes tem sido baseado no isolamento bacteriano do

material drenado do abscesso presente no local da picada >’

Nesse estudo, atigeciclinafoi eficiente sobre a grande maioria dos micro
organismos analisados, com exce¢cdo de Pseudomonas aerugincsa. A baixa
atividade “in vitro’ sobre esse agente ja foi observada por outros

172,174,17
autores™ ™ ’6.

A polimixina B € um antimicrobiano do grupo dos polpeptideos e
apresenta acao bactericida sobre quase todos os bacilos gram-negativos 130,
Nesse estudo, a polimixina B apresentou baixa atividade sobre a P. rettgeri e
M. morganii. Estes resultados foram semelhantes acs encontrados por Bastos
et al para bactérias isdadas de amostras de cloaca de B. jararaca ®e

a|179

Coutinho et para bactérias isoladas de abscessos de escamas e &rgéos

de Helicops modestus.

A associacdo de sulfametoxazoltrimetroprim é uma combinacao
quimioter apica de importante agc&o bacteriana ®"*®. Possui atividade de amplo
espectro contra gram-postivos e gram-negativos aerébios ' 'mas com baixa
efetividade para Pseudomonas spp.

A associagdo destes dois antibidticos é rotineramente usada na clinca
de répteis, mas alguns autores ndo recomendam o0 uso em quelbnios ou
serpentes de areas desérticas, pois normalmente causam diarréia logo apés a

administragao 1
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Nessa investigacdo, como esperado, a sufa potencializada apresentou
baixa efetividade para Pseudomonas aerugincsa. Esses resultados concordam
com os apresentados por Ferrera et a 3 para amostras de cavidade oral e
cloaca de C. d. terrifica e Fotiet a *® para amostras de cavidade oral e cloacal

de Carettacaretta.

As peniclinas semi-sintéticas como a ampicilina e amoxicilina sdo
antimicrobianos de espectro moderado que possuem atividade sobre bactérias

gram-negativas >

Apesar de serem recomendadas para 0 uso na medicina de répteis,

nesse estudo foi observado ata resisténcia bacteriana, principalmente para P.
aeruginosa, K oxytoca, M. morganii e S. marcenses. Estes achados corroboram

|33

0s encontrados por Arroyo et al *° para amostras de mucosa oral e pegonha de

Bothrops asper, Lachesis muta e Crotalus durissus.

Os isdados bacterianos examinados nesse estudo mostraram baixa
resisténcia a diversos antimicrobianos testados. Isso permite o uso desses
antibiticos comseguranca em processos infecciosos e aumentam as chances
de sucesso no tratamento de doencas que afligem estas serpentes s
Adicionalmente o conhecimento de padrdes de resisténcia aos antimicrobianos
deisolados de répteis é de extrema importancia para o tratamento de acidentes
ofidicos e zoonoses causadas por esses animais 1107170,

Além das doencas bacterianas, as enfermidades causadas por fungos
tém sido relatadas em todas as ordens e subordens de Reptilia, com excecgéo

da ordem Rhynchocephala (tuataras) 180

Tanto leveduras quanto fungos
filamentosos tém sido incriminados em micoses cutaneas e sistémicas em

répteis 0,

A infeccdo por fungos em répteis é considerada por muitos autores como

oportunista, pols sdo causadas por agentes saprofitas que invadem o

180,181

organismo sobre determinadas circunstancias favoréaveis . Normalmente
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esses fungos s& considerados como causadores de infecgcdes secundarias
correlacionadas com alguma forma de imunossupressdo, normalmente

associada ao manejo inadequado, lesdes, ma nutricdo ou debilidade por outras

doencas 40157

Em ofidios mantidos em cativeiro, as doencas cutaneas estao entre as

27,43 182183

principais enfermidades causadas por fungos . Um estudo realizado

por Pare et al 4

sobre a microbibta fangica em escamas de Squamatas
saudaveis mostrou que ha mais de 50 diferentes géneros de fungos que podem
ser encontrados nas escamas de squamatas saudaveis, e normalmente, os
fungos oportunistas incluem as leveduras dos géneros Candida, Geotrichum e
Trichosporon. Um organismo que temsido descrito como patégeno primario e é
raramente isolado da flora normal da pele é o CANV (Chrys osporium anamorph
Nannizziopsis vriesii)184. O CANV atualmente é descrito como o maior causador
de micoses hialinas em répteis, proporcionando duavidas na autenticidade de
relatos de micoses causadas por Trichophyton, Geotrichum, Chrysosporium,
Mabranchea, e alguns relatos de Trichosporon, devido a caracteristicas

morfolégicas semelhantes %%,

Um numero progressivo de casos de doencas superficiais e invasivas

39,40,180

relacionadas as espécies de leveduras tem sido descrito em répteis e

. . A 1
envolvem isolamentos de Candida spp em quelénios 303

27,43

, Geatrichum spp em

serpentes , CANV (Chrysosporium anamorph Nannizziopsis wvriesii) em

184,186 27,187,188

crocodilianos'® lagartos e serpentes e Trichosporon, Trycophyton

25,189190

e Chrysosporium ophiodiicola em serpentes O diagnostico

normalmente é confirmado por meio de técnicas histopatoldgicas aiadas a

obtencéo de culturas %1%

De acordo com Flamant et a **

, COMO 0s réptes sao animais
pecilottrmicos, a temperatura corporal ndo tem papel determinante na flora
fungica extena e interna desses animais. Alguns autores sugerem que as

diferencas na prevaléncia destes agentes podem ser atribuidas a diferentes
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meétodos amostrais, protocolos de estudo, espécies e nimero de animais
41 42

examinados, e localizacao geogréfica

O baixo numero de isolados micologicos ohtido no presente estudo
também foi observado por Kotska et a * , na qua relataram que espécies
herbivoras pertencentes as familias Testudinidade (quelbnios terrestres) e
Iguanidae (lagartos) apresentaram maior numero de isolados leveduriformes do
gue qualquer réptil carnivoro pertencente as familias Boidae ou Emydidae
(serpentes). Estes resultados também foram observados por Nardoni et al 2
em amostras de cavidade cloacal de répteis mantidos como pets.
Provavelmente o tipo de ambiente e os componentes da dieta utilizados por
esses diferentes répteis influenciam na microbictafingica desses animais %

A técnica padrdo para dentificacdo de espécies de leveduras é baseada
em caractersticas fenotipicas, incluindo assimilacdo de 50 compostos de
carbono e 10 compostos com nitrogénio 192 A maior dificuldade para se obter
uma idertificacdo adequada em determinadas leveduras esta no fato de
diferentes cepas dentro de uma espécie responderem diferentemente a muitos

192

dos testes Consequentemente, estas podem se identificadas

erroneamente, e a existéncia de espécies geneticamente distintas pode ser
omtida 3. Esta dificuldade pode ser resolvida atualmente por técnicas
molec ulares, envolvendo o seqiienciamento do DNA, técnica adotada por esse
estudo para a identficagdo das leveduras isodadas em escamas de

sempentes'*.

As leveduras do género Trichosporon habitam nichos ecoldgicos
naturais dversificados, podendo ser encontrados tanto no meio ambiente,

como na superficie corporea de seres humanos e animais 19

As espécies de Trichosporon sdo tratadas como leveduras e a

caracterizacdo do género € baseada nas estruturas das hifas, pseudo-hifas,
blastoconidios e artroconidios com caracteristicas varidveis, dependendo da
espécie 19,19
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O género fo submetido a uma extensa revisdo que resultou na

invalidacdo da espécie Trichosporon beigelii, sendo assumida por novas

192,195

especies . Atualmente esse género inclui 25 espécies de leveduras,

sendo oito relacionadas a infec¢fes ou doencas alérgicas em humanaos w7
T.asahii, T.asteroides, T.cutaneum, T.inkin, T. mucoides e T.ovoides estédo
envolvidas em infeccbes profundas e superficiais. Doencas alérgicas e
pneumonias sdo associadoas as espécies T. asahii, T. domesticum, T.
montevideens e T. mucoides 1719

As espécies de Trichosporon podem causar fungemia e infeccédo
disseminada semelhantes aquelas produzidas por Candida spp. Causa comum
de piedra branca, principalmente emregides de clima tropical e subtropical, as
espécies de Trichosporon podem ser agentes de infecgcdes graves e fatais em

. . 194 1
pacientes transplantados ou com leucemia 9 BOLIT

Nos répteis, as espécies de Trichosporon sdo normalmente isoladas em

41,82

escamas e cavidade cloacal de animais saudaveis , sendo as espécies

Trichosporon beigelii e Trichos poron asahii normalmente mencionadas % No
entanto, tricosporonosis tem sido relatada como infeccdo oportunista em
cavidade oral e carapaca de quelénios *°°, lesdes da mucosa oral e escamas

em crocodilianos®®, dermatites severas em lagartos 2022

25 200

e doencas

sistémicas emserpentes

Nesse estudo, os isolados identificados como T. asahii foram
provenientes de serpentes com lesGes sugestivas de micose e animais
saudaveis mantidos em cativeiro intensivo. Em estudo sobre a investigacdo da
microbiota fungica em quelbnios, lagartos e serpentes saudaveis provenientes
de diferentes instituicbes, observou-se que animais da mesma instituicdo
apresentavam os mesmos isolados, sugerindo que o uso dos mesmos tipos de
substratos e caixas para acondicionamento dos animais, além do uso de
instrumentos de manipulacédo e coleta, pode atuar como fonte de contaminacao

para esses animais 2,
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Dermatites causadas por fungos sdo normalmente encontradas em
sempentes mantidas em ambientes Gmidos com ventilacdo pobre % No
cativero intensivo do CEVAP, os animais ndo tém acesso ao sol ou ventilacao,
além da temperatura da caixa ser constante. Como os resutados sugerem que
0 Trichosporon asahii pode participar da microbiota normal das escamas das
serpentes analisadas, as condicbes proporcionadas pelo cativeiro intensivo
podem causar imunossupressao nos animais e consequentemente a atuacao

desse fungo considerado como oportunista 2%,

A investigagdo da microbiota bacteriana e fangica das serpentes
mantidas em cativeiro sdo indispensaveis para que medidas apropriadas de
manejo sejam estabelecidas com o intuito de diminuir a incidéncia dessas
infeccO0es nesses animais. Dessa maneira, as melhorias estabelecidas
permitem a manutencd& de um plantel sadio e com constante producé&o de

matéria- prima.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Com base nas andises realizadas, foi possivel chegar & seguintes

conclusdes esugestdes:

e O sistema de cadastro elaborado possibilta a rastreabilidade da peconha

produzida e a analise da populacdo de serpentes mantidas no plantel;

e Apesar dos animais que ocupam aeas abertas apresentarem maior
tolerancia as ateracdes ambientais, a umidade mantida no serpentério
intensivo merece ser reavaliada, pois parece favorecer a longevidade de

serpentes encontradas em areas mais florestadas;

e E imprescindivel a implantag&o de uma rotina envolvendo exames clinicos
em serpentes recém-capturadas para evitar a introducdo de doencas no
plantel;

e Ocatweiro intensivo apresenta diversos agentes estressantes, expondo as
serpentes em constante estresse cronico, aumentando a mortalidade dos

animais nesse sistema;

e A implantacdo de sistemas mais efetivos de controle de temperatura e
umidade no quarentenario e no cativeiro intensivo é recomendada para que

cada salatenhatemperatura e umidade adequada para a espécie alojada;

e Osistema aplicado no cativeiro semi-extensivo no CEVAP é mais indicado
para a manutencao de serpentes Caudisona durissa terrific g;

¢ A modificacdo do sistema de agquecimento no cativeiro semi-extensivo é
recomendada para que o fotoperiodo seja semelhante ao do ambiente

natural;

164



Conclusbes e Sugestdes

Michelle vanessa campagner

A metodologia atualmente utilizada na extrac&o de peconha é segura tanto
para o extrator quanto para a serpente, prevenndo-se prejuizos para 0s

animais;

A instalacdo de sistemas de controle de temperatura, umidade e instalacdo
de trocas de ar no Biotério de Roedores € necessaria para que o alimento

fomecido para as serpentes seja de boa qualidade;

E recomendével aimplantagdo do uso de maravalha, racédo autoclavada e
agua filtrada para se evitar o contato dos animais com microorganis mos
patogénicos;

A higieniza¢ 8o das caixas das serpentes e dos roedores deve ser redizada
em diferentes setores para que ndo ocorra contaminagdo entre oS
materiais;

A implantagdo de um Sistema de Gestio Ambiental (SGA) deve ser
considerada para minimzar os impactos ambientais decorrentes da

manutencdo de serpentes emcativeiro;

O isdamento de patbgenos potenciais nas amostras das serpentes
estudadas pode ser considerado importante no processo de avaliagdo do
tippo de manejo utlizado, considerando as numerosas condigOes
estressantes proporcionadas pelo ambiente do cativeiro e o carater

oportunista desses agentes;

Os resultados sugerem que o tipo de manejp adotado influencia na
contaminacdo do ambiente utilizado pelos animais.

Apesar de o sistema intensivo ser o método tradicionalmente utilizado na
manutencdo de of idios destinados a producéo de peconha, o sistema semi-

extensivo pode ser mais apropriado para este fim.

165



AWNEXDS




Anexo |

Capitulo 2 — Elaboracdo de um sistema de cadastro de serpentes — Banco
de Dados online
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Figura 1. Frequéncia de fémeas e machos de sementes
registradas no Banco de Dados no periodo de Janeiro de 2004 a
De zembro de 2009.

Tabela1l. Andlise de variancia da freqliéncia de fémeas e machosde sempentes

registradasno Banco de Dados no periodo de Janeiro de 2004 a Dezembro de
2009.

Nivel NG Médi Erro Limite Limite
Ve umero edia padrdo inferior 95% superior 95%

Fémeas 6 6.73333 86532 4.8053 8.6614

Machos 6 6.36667  8.6532 4.4386 8.2947
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Figura 2. Analise do nimer de o6hitos de C. d. teriifica em
cativeiro intensivo (individual) e semi-extensivo (coletivo).

Tabela 2. Analise de variancia do nUmero de 6bitos de C. d. terifica em
cativeiro intensivo (individual) e semi-extensivo (coletivo).

Nivel N Médi Erro Limite Limite

Ve Hmero edia padrdo inferior 95% superior 95%
Coletivo 3 2.73333 094281 2.4716 2.9951
Individual 3 3.40000 0.94281 3.1382 3.6618
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Capitulo 4: Analise microbiolégica dos diferentes regimes de cativeiro
adotados pelo CEVAP

Tabela 1. Grupo 1: Bothropoides jararaca recém capturadas

Bothropoides jararaca recém-capturadas

Grupo RG | Microchip] Sexo JCRC(cm)|CC (cm)| Peso Data Procedéncia
G1-01 | 1397 (%] @ 87 10,5 100 | 29/02/2008 Botucatu
G1-02 | 1423 (%) 3 135 17 370 |15/12/2008 Botucatu
G1-03 | 1458 (%] 4 60 75 40 28/02/2009 Sorocaba
G1-04 | 1525 %] a 84 11,5 95 16/03/2009 Pardinho
G1-05| 1653 1] Q 78 10 210 |23/09/2009 Laranjal Paulista
G1-06 | 1655 (%] Q 90 11 200 | 25/09/2009 Botucatu
G1-07 | 1670 (%] 3 935 13 150 |26/11/2009 Botucatu
G1-08 | 1695 %] 3 72 95 80 26/11/2009 Botucatu
G1-09 | 1696 (%] Q@ 82 10 110 | 03/12/2009 Botucatu
G1-10 | 1697 (%) Q 123 17,5 510 | 03/01/2010 Botucatu

Tabela 2. Grupo 2: Caudisona durissa terrificarecém capturadas

Caudisona durissa terrifica recém-capturadas

Grupo RG | Microchip] Sexo |CRC(cm)|CC (cm) Peso Data Procedéncia
G2-01 || 1482 %] Q 99 55 680 |22/12/2008 Botucatu
G2-02 || 1488 1] Q 94 6 850 |22/01/2009| Laranjal Paulista
G2-03 || 1530 %] Q 76 5 300 |18/03/2009 Botucatu
G2-04 || 1531 1] 3 95 9,5 730 |31/03/2009 Botucatu
G2-05 || 1535 %] 3 75 7 300 |15/04/2009 Botucatu
G2-06 || 1542 %] 3 97 11 660 |08/04/2009| Dois Coérregos
G2-07 || 1544 %] 3 87 7 480 |15/05/2009 Anhembi
G2-08 || 1545 %] Q 74 7 320 |18/05/2009 Botucatu
G2-09 || 1546 (%] 3 86 8 500 |20/05/2009 Botucatu
G2-10 || 1547 %] Q 77 7 450 |23/04/2009 Botucatu
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Tabela 3. Grupo 3: Bothropoides jararaca mantidas em cativeiro individual

Bothro poides jararaca mantidas em cativeiro individual

Gru po RG | Microchip| Sexo | CRC(cm)]CC (cm)| Peso Data Procedéncia
G3-01 219 303115 3 95,5 13,5 110 |04/11/2005 ltatinga
G3-02 535 339162 Q 111 13 350 |[05/03/2004| Cerqueira César
G3-03| 541 363261 3 77 13 100 |[19/02/2004 Botucatu
G3-04| 564 308050 3 70 85 50 16/03/2004 Tejupa
G3-05 603 340335 Q 79 10,5 250 |23/04/2004 Botucatu
G3-06 675 305893 3 81,5 11 80 05/07/2004| Cerqueira César
G3-07 809 346211 6 75 10 110 |04/02/2005 ltatinga
G3-08 | 860 313471 Q 84 10 250 |[11/04/2005 ltatinga
G3-09 | 861 331069 Q 76 95 90 11/04/2005 ltatinga
G3-10 1364 346464 Q 81 12 130 17/12/2004 Sorocaba

Tabela 4. Grupo 4: Caudisona durissa terrifica mantidas em cativ eiro individual

Caudisona durissa terrifica mantidas em cativeiro individu al

Grupo RG Microchip] Sexo |CRC(cm)]CC (cm)] Peso Data Procedéncia
G4-01 606 306026 Q 94 8 390 |26/04/2004|Santa Maria da Serra
G4-02 837 368447 a 93 9,5 450 |06/04/2005 Botucatu
G4-03 843 328484 3 95 9,5 470 |04/04/2005 Piraju
G4-04 870 369585 3 97 11 680 |02/05/2005 Botucatu
G4-05 884 305445 3 93 9 450 |30/05/2005 Conchas
G4-06 885 337892 Q 1045 8 660 |26/06/2005 Botucatu
G4-07 886 306059 Q 90 7 500 |13/06/2005 Pardinho
G4-08 891 304123 Q 84 7,5 350 |13/06/2005 Bofete
G4-09 901 363167 3 104 10 640 |08/01/2005 Avaré
G4-10 904 315509 Q 101 8,5 760 |13/05/2005 Bofete
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Tabela 5. Grupo 5: Bothropoides jararaca mantidas em cativeiro coletivo

Bothropoides jararaca mantidas em cativeiro coletivo
Grupo RG | Microchip| Sexo | CRC(cm)| CC (cm)| Peso Data Procedéncia
G5-01 558 305191 Q 90 15 180 |12/03/2004 Tejupa
G5-02 565 366986 Q 63 85 100 |16/03/2004 Tejupa
G5-03 632 368199 Q 111 13 650 |14/05/2004| Cerqueira César
G5-04 646 320505 Q 93 11 160 |15/06/2004| Cerqueira César
G5-05 751 330884 4 98 12,5 250 |03/01/2005 Botucatu
G5-06 777 319399 Q 82 10 120 |18/01/2005 Botucatu

Tabela 6. Grupo 6: Caudisona durissaterrifica mantidas em cativeiro coletivo

Caudisona durissaterrifica mantidas em cativeiro coletivo
Grupo RG _|IMicrochip] Sexo | CRC(cm)|CC (cm)| Peso Data Procedéncia
G6-01 623 340738 @ 65 4,5 200 | 05/05/2004] Santa Mariada Serra
G6-02 637 307398 @ 95 7 510 |[31/05/2004 ltatinga
G6-03 639 334920 3 73 7,5 300 | 25/04/2004| Santa Mariada Serra
G6-04 640 346382 6\ 84 8 380 |31/05/2004 Cergqueira César
G6-05 810 329102 6\ 92 8,5 520 | 04/02/2005 Pardinho
G6-06 815 326418 @ 98 7,5 580 | 04/03/2005 Pardinho
G6-07 831 330981 @ 95 7 340 |29/03/2005 Botucatu
G6-08 862 343177 @ 94 7 470 |01/03/2005 Anhembi
G6-09 890 325614 a 93 9 410 |20/05/2005 Itatinga
G6-10 941 369107 6\ 110 11 630 | 31/10/2005 Conchas
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Tabela 3. Média, ero padrdo, limite inferior e superior da freqiiéncia de
bactériasisoladasnas amostrasdosdiferentesgrupos de estudo (G1 a G6).



Erro Limite Limite

Nivel Namero Média )’ , . superior
padrdo inferior 95% 95%
G1 40 1.75000 0.14038 1.4733 2.0267
G2 40 1.90000 0.14038 1.6233 2.1767
G3 40 2.45000  0.14038 2.1733 2.7267
G4 40 2.25000 0.14038 1.9733 2.5267
G5 24 154167 0.18123 1.1845 1.8988
G6 40 1.37500 0.14038 1.0983 1.6517

Gl: B jararaca recém-capturadas; G2: C. d. terifica recém-capturadas; G3: B.

jararaca mantidas em cativeiro intensivo; G4: C. d. terrifica mantidas em cativ eiro
intensivo; G5: B. araracamartidas em cativeiro semi-extensivo ; G6: C d. terrifica
mantidas em cativeiro s emi-extensivo.

Tabela 4. Média, erro padrao, limite inferior e superior da frequénca de bactérias
isoladas nasamodrase o regime de cativeiro utilizado.

Erro Limite Lim ite
Nivel Nimero Média odr 5o inferior superior
P %B% 95%
Cativeiro coletivo 64 1.43750 0.11076 1.2192 1.6558
Cativeiro individual 80 2.35000 0.09906 2.1548 2.5452
Rec ém-capturado 80 1.82500 0.09906 1.6298 2.0202

Cativ ero coletivo: cativeiro semi-extensivo; Cativero individual: cativeiro semi-extensivo.

Tabela 5. M édia, erro padrao, limite inferior e superior da frequéncia de bactériasisoladas
nas diferentesamodrasanalisadas

Nivel Niumero Média E”O~ : Limite Lim ite
padrdo inferior 95% superior 95%

Cavidade oral 56 2.35714 0.08360 2.1924 2.5219

Cloaca 56 2.44643 0.08360 2.2817 2.6112

Escama 56 2.1428 0.08360 1.9781 2.3076

Peconha(veneno) 56 0.66071 0.08360 0.4960 0.8255

Tabela 6. Média, erro padrao, limite inferior e superior da freqiénda de bactérias
isoladas nasamostras e a espécie de serpente anali sada.



Erro Limite Limite

Nivel Nimero  Média padrd inferior 95% superior 95%
B. jararaca 104 1.97115 0.09375 1.7864 2.1559
C. d. terrifica 120 1.84167 0.08727 1.6697 2.0137

Tabela 7. Média, erro padrao, limite inferior e supetior da frequéncia de bactérias
ioladasem amostras de Bothropoides jararaca.

Nivel NUm ero Média Brro . Li_mite L”‘.‘“e
padr& inferior 95% superior 95%

Cavidade oral 26 2.38462 0.12958 2.1275 2.6417

Cloaca 26 257692  0.12958 2.3198 2.8340

Escama 26 219231  0.12958 1.9352 2.4494

Peconha(veneno) 26 0.73077 0.12958 0.4737 0.9878

Tabela 8. Média, ero padrao, limite inferior e superior da freqiiéncia de bacérias
isoladas em amosdras de Caudisona dulissa terrifica.

Nivel Numero Média Erro , L?mite Limite
padrdo inferior 95% superior 95%

Cavidade oral 30 2.33333 0.10885 21177 2.5489

Cloaca 30 2.33333 0.10885 21177 2.5489

Escama 30 2.10000 0.10885 1.8844 2.3156

Peconha(veneno 30 0.60000 0.10885 0.3844 0.8156
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Tabela 9. Média, erro padrao, limite inferiore superiorda freqiiéncia de bactériasisoladase
o tipo de cativeiro utilizado pela = rpente Bothropoides jararaca.

Nivel Nimero Média Erro . Limite ““.“ ite
padrdo inferior 95% superior 95%

Cativeiro coletivo 24 1.54167 0.18544 1.1738 1.9095

Cativeiro indvidual 40 2.45000 0.14364 2.1651 2.7349

Rec ém-capturado 40 1.75000 0.14364 1.4651 2.0349

Cativ eiro cdetivo: cativero semi-extensivo; Cativeiro indvidual: cativeiro semi-extensivo.

Tabela 10. Média, erro padrao, limite inferior e superior da freqiiéncia de bactérias
isoladas e o tipo de cativeiro utilizado pela srpente Caudisona durissa terrifica.

Lo Limite

. , L Erro Limite .
Nivel Numero Média padrdo inferior 95% superior

9%5%
Cativero coletivo 40 1.37500 0.137%0 11027 1.6473
Cativeiro individual 40 2.25000 0.137%0 19777 2.5223
Recém-c apturado 40 1.90000 0.13750 16277 2.1723

Cativ eiro coletivo: cativeiro semi-extensivo; Cativeiro individual: cativeiro semi-extensivo.

Tabela 11. Média, eno padrao, limite inferior e superior da freqiénda de bactérias
isoladas em amodras de serpentes recém-capturadas.

Nivel Niumero Média Brro : Limite L"T‘ ite
padrdo inferior 95% superior 95%

Cavidade oral 2 2.30000 0.13645 2.0282 2.5718

Cloaca 2 2.35000 0.13645 2.0782 2.6218

Escama 2 1.90000 0.13645 1.6282 2.1718

Peconha(veneno) 20 0.75000 0.13645 0.4782 1.0218
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Tabela 12. Média, erro padrao, limite inferior e superior da freqiiéncia de bactérias
isoladas nas am ostras das serpentes mantidasem cativeiro intensivo.

Nivel Namero  Media psrdrr%o inf(Ie_riingritS5% supLeirni]oitre%%
Cavidade oral 2 2.95000 0.10972 2.7315 3.1685
Cloaca 20 2.85000 0.10972 2.6315 3.0685
Escama 2 2.50000 0.10972 2.2815 2.7185
Peconha(veneno) 20 1.10000 0.10972 0.8815 1.3185

Tabela 13. Média, erro padrao, limite inferior e supetior da freqiéncia de bactérias
isoladas nas amostras das serpentes mantidasem cativeiro semi-extensivo.

Nivel Namero  Media psrdrr%o inf(Ie_riingritSS% supLeirni]oitre%%
Cavidade oral 16 1.68750 0.06751 1.552 1.8225
Cloaca 16 2.06250 0.06751 1.927 2.1975
Escama 16 2.00000 0.06751 1.865 2.1350
Peconha(veneno) 16 0.00000 0.06751 -0.135 0.1350

Tabela 14. Andli® »* (qui-quadrado) dos resultados
“Sensivel” (S), ‘Intermediario” (1) e “Resigente” (R) obtidos
com o0s 12 antimicrobiano ste stados.

Teste y?  p<0,05
Qui-quadrado 806.555 0.001
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Tabela 15. Andli® ¥ (qui-quadrado) dos resultados
“ensivel” (S), “intermedi&io” (I) e “redstente” (R) dos

ioladosdosdiferentesgruposanalisados

Teste x?  p<0,05
Qui-quadrado 19.743 0.0347

Tabela 16. Analise ¥? (qui-quadrado) dos resultados
“sensivel” (S), ‘intermediario” (1) e “redstente” (R) dos

isolados nos diferentesregimes de cativeiro

Teste v?>  p<0,05

Qui-quadrado 1410 0.8424

Tabela 16. Média, erro padrao, limite inferiore superiorna analise
da comparagédo entre os resultados “sensivel” (S) obtidos com os
12 antimicrobianoste stados.

Erro Limite Limite

Nivel  Numero Média padrdo inferior 95% superior 95%

AMI 84 0.009921 0.02133 -0.0319 0.05179
AMO 84 0.377381 0.02133 0.3355 0.41925
AMP 84 0244378 0.02146 0.2023 0.28649
CLO 84 0.002976 0.02133 -0.0389 0.04484
CTF 84 0.064187 0.02133 0.0223 0.10605
ENO 84 0.007440 0.02133 -0.0344 0.04931
GEN 84 0.000000 0.02133 -0.0419 0.04187
NOR 84 0.003968 0.02133 -0.0379 0.04583

POL 84 0.075066 0.02133 0.0332 0.11693
SUT 84 0.020966 0.02133 -0.0209 0.06283

TIG 84 0.000000 0.02133 -0.0419 0.04187
TOB 84 0.000000 0.02146 -0.0421 0.04212

AMI: Amicacing; AMO: Amaxicilina; AMP: Ampicilina; CTF: Ceftiofur, CLO:
Cloranfenicd; EN O: Enrofloxacina; GEN: Gentamicina; NOR: N orfloxacina;
POL Polimixina B, SUT: Sulfametoxazol+trimetrgprim; TIG: Tigecilina;
TOB: Tobramicina.

Tabela 17. Média, erro padrao, limite inferiore superiorna analise
da comparacgédo entre os resultados “intermediario” (1) obtidos com
0s 12 antimicrobianos te stados.
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Nivel Nuamero Média Erro Limite Limite
padrdo inferior 95% superior 95%
AMI 84 0.000000 0.01578 -0.0310 0.03097
AMO 84 0.068849 0.01578 0.0379 0.09982
AMP 84 0.029167 0.01578 -0.0018 0.06014
CLO 84 0.082044 0.01578 0.0511 0.11302
CTF 84 0.034028 0.01578 0.0031 0.06500
ENO 84 0.015377 0.01578 -0.0156 0.04635
GEN 84 0.014881 0.01578 -0.0161 0.04585
NOR 84 0.005952 0.01578 -0.0250 0.03693
POL 84 0.017989 0.01578 -0.0130 0.04896
SUT 84 0.016667 0.01578 -0.0143 0.04764
TIG 84 0.072751 0.01578 0.0418 0.10372
T0B 84 0006944 001578 -0.0240 0.03792

AMI: Amicacina; AMO: Amoxicilina; AMP. Ampiclina; CTF: Ceftiofur; CLO:
Cloranfenicol ENO: Enrdfloxacina; GEN: Gentamicina; NOR: Norfloxacina;
POL: Pdimixina B; SUT: Sulfametoxazol+rimetroprim; TIG: Tigecilina;
TOB: Tobramicina.

Tabela 18. Média, erro padrao, limite inferior e superior na analise
da comparagdo entre os resultados “resistente” (R) obtidos com
0s 12 antimicrobianos testados.

Nivel Ndmero Média Erro L imite Limite
padrdo inferior 95% superior 95%
AMI 84  0.009921 0.02133 -0.0319 0.05179
AMO 84  0.377381 0.02133 0.3355 0.41925
AMP 84  0.244378 0.02146 0.2023 0.28649
CLO 84  0.002976 0.02133 -0.0389 0.04484
CTF 84  0.064187 0.02133 0.0223 0.10605
ENO 84  0.007440 0.02133 -0.0344 0.04931
GEN 84  0.000000 0.02133 -0.0419 0.04187
NOR 84  0.003968 0.02133 -0.0379 0.04583
POL 84 0.075066 0.02133 0.0332 0.11693
SUT 84  0.020966 0.02133 -0.0209 0.06283
TIG 84  0.000000 0.02133 -0.0419 0.04187
TOB 84  0.000000 0.02146 -0.0421 0.04212

AMI: Amicacina; AMO: Amoxicilina; AMP. Ampicilina; CTF: Ceftiofur; CLO:
Cloranfenicd; ENO: Enrdfloxacina; GEN: Gentamicina; NOR: N orfloxacina;

POL Pdimixina B; SUT: Sulfametoxazol+rimetroprim; TIG: Tigecilina;
TOB: Tobramicina.
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