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1. RESUMO

SANTOS, K.R. Implica¢bes do parasitismo por nematddeos do género Rhabdias
(Nematoda, Rhabdiasidae) em Crotalus durissus terrificus (Serpentes, Viperidae):
alteracBes pulmonares, microbioldgicas e hematoldgicas. 2005. 52p. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade Estadual

Paulista, Botucatu.

A criacdo de serpentes em cativeiro vem se tornando atividade cada vez mais
relevante, inicialmente para obtencdo do veneno para producéo dos soros antiofidicos
e, mais recentemente, para o estudo de suas propriedades farmacoldgicas. Esta
atividade, porém, tem esbarrado em alguns problemas, dentre os quais estdo as
doencas parasitarias que podem acometer estes répteis. Em regime de criacdo semi-
extensiva, uma importante alteracdo observada ¢é a presenca de nematddeos do género
Rhabdias em pulmdo de serpentes. Particularmente, em Crotalus durissus terrificus,
altas taxas de infeccdo pulmonar por estes nematddeos tém sido relatadas. Estudos
sobre os efeitos da presenca destes helmintos nos 6rgéaos respiratorios de serpentes sao
escassos. O objetivo deste trabalho foi estudar as implicacbes da presenca de
nematodeos do género Rhabdias no pulméo de serpentes C. d. terrificus, através de
avaliacdo histopatoldgica, microbioldgica e hematoldgica de serpentes parasitadas e
ndo parasitadas. Na analise histopatologica das amostras de pulmdes de serpentes
parasitadas observou-se epitélio e parénquima pulmonar, apresentando infiltrado de
células granulociticas e infiltrado mononuclear. Essas alteragcbes também foram
observadas em alguns animais nédo parasitados, mas em menor grau (p < 0,05). Na
analise microbiologica de animais parasitados, foram isoladas bactérias gram-
negativas das seguintes espécies: Citrobacter divergens, Burlkholderia cepacia,
Stenotrophomonas  maltophilia, Proteus vulgaris, Enterobacter sakazakii,
Enterobacter ammnigenus, Pseudomonas aeruginosa, Pantoea spp., Providencia
rettgeri. Nos pulmdes de animais ndo parasitados foram identificadas as seguintes

espécies: Burlkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter baumanii.
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Em relagdo aos pardmetros hematologicos foi observado aumento de proteina
plasmatica e diminuicdo de linfocitos e dos valores normais de hemaécias, nos animais
parasitados. Concluimos que o0s nematédeos do género Rhabdias constituem
importante problema de salde para as serpentes e, portanto, todo animal introduzido

em cativeiro deve ser tratado para eliminagao destes parasitas.

Palavras chave: Crotalus durissus terrificus, serpentes, Rhabdias spp., Histopatologia,

Microbiologia, Hematologia.
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2. ABSTRACT

SANTOS, K.R. Implications of the parasitism for nematodes of the genus Rhabdias
(Nematoda, Rhabdiasidae) in Crotalus durissus terrificus (Serpentes, Viperidae):
pulmonary, microbiological and hematological alterations. 2005. 52p. Masters
Dissertation — School of Veterinary Medicine and Animal Husbandry, S&o Paulo State
University — UNESP, Botucatu.

Snake breeding in captivity is becoming more and more important, initially to extract
venoms for producing antivenom serum and, more recently, to study their
pharmacological properties. This activity, however, has encountered some problems,
including parasitic diseases that can attack them. In semi-extensive breeding systems,
Rhabdias genus nematodes have been found in snake lung. High lung infection rates
from these nematodes have been reported in Crotalus durissus terrificus. Studies on
the effects of these helminths in the snake respiratory system are scarce. Our objective
was to study the implications of nematodes of Rhabdias genus in C. d. terrificus lung
through histopathological, microbiological, and hematological analysis of snakes with
and without the parasite. Pulmonary parenchyma and epithelium with acidofilic
granulocytic and mononuclear infiltrates were observed in histopathological analysis
of parasite infested snake lung. These alterations were also observed in some non
infested animals, but in a smaller degree (p<0.05). Microbiological analysis of infested
animals revealed gram-negative bacteria: Citrobacter divergens, Burlkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Proteus vulgaris, Enterobacter sakazakii,
Enterobacter ammnigenus, Pseudomonas aeruginosa, Pantoea spp., Providencia
rettgeri. In non infested lungs, the following species were indentified: Burlkholderia
cepacia, Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter baumanii. In relation to
hematological parameters, increased plasmatic protein, decreased lymphocytes and
normal red blood cell values were observed in parasite infested animals. We concluded
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that the nematodes of the genus Rhabdias cause significant health problems in snakes

and so, all infected animal should be treated when they are maintained in captivity.

Key words: Crotalus durissus terrificus; snakes; Rhabdias spp.; Histopatology,

microbiology, hematology.
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3. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a criacdo de serpentes em cativeiro tornou-se atividade cada
vez mais relevante, inicialmente pela obtencdo do veneno para produgdo dos soros
antiofidicos e, mais recentemente, para o estudo de suas propriedades farmacoldgicas.
Pesquisas desenvolvidas com serpentes demonstraram que o veneno de Crotalus
durissus terrificus possui atividade analgésica em camundongos (Giorgi et al., 1993),
que os venenos de C. d. terrificus e Bothrops jararaca apresentam importante efeito
antitumoral sobre as células neoplasicas do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos
(Silva et al., 1997, 2002a,b; Vieira Santos et al., 2004) e que determinadas fragcdes do
veneno de C. d. terrificus possuem comprovada eficacia no fechamento de feridas
decorrentes de biopsia em testiculos de carneiros, funcionando como uma cola
biologica (Sartori et al., 1998).

Além destes aspectos cientificos da criacdo de serpentes, recentemente tem
aumentado na populacdo brasileira, o habito de manter serpentes como animais de
companhia. Em funcdo deste fato, foram instalados no Brasil alguns criadouros
comerciais, autorizados e regulamentados oficialmente pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que reproduzem e
comercializam serpentes ndo venenosas. No Brasil, a principal espécie criada em
cativeiro para esta finalidade é a Boa constrictor (jiboia).

A criacdo de serpentes em cativeiro, principalmente em regime semi-extensivo,
é uma atividade que expde 0s animais a acdo de diversos parasitos (Mader, 1996). A
prevaléncia de parasitas de ciclo monoxénico é mais elevada do que aqueles de ciclo
heteroxénico, pois este Gltimo necessita de um hospedeiro intermediario para que o
ciclo se complete (Rey, 2001). A transmissdo de parasitas de ciclo monoxénico é
favorecida pelas condicdes fisicas e organicas do cativeiro e desse modo, uma serpente
pode contaminar outros animais ou mesmo se contaminar com formas infectantes
presentes nas suas proprias fezes. Alem disso, a condigcdo de cativeiro ou o estresse
relacionado a essa condi¢cdo pode ser responsavel pela aquisicdo ou pelo aumento da

intensidade da infeccdo parasitaria (Klingenberg, 1993).
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No Brasil, varios estudos relatando a ocorréncia de parasitos em serpentes tém
sido descritos. Araujo et al. (1999) necropsiaram algumas espécimes de cascavéis (C.
d. terrificus) e urutus (Bothrops alternatus), mantidas em cativeiro. Esses animais
apresentavam anorexia, desidratacdao, diarréia, anemia e foram a @bito em torno de
dois meses apds o inicio dos sinais clinicos. Foram identificados, nesses animais,
helmintos dos géneros Kalicephalus, Ophidascaris, Rhabdias e Oxyuris; protozoarios
do género Haemogregarina (possivelmente, género Hepatozoon) e &caros do género
Ophionyssus.

Silva et al. (2001), estudaram a frequéncia de nematddeos em 24 exemplares de
serpentes C. d. terrificus no cativeiro e encontraram parasitas no estdmago (16,7%),
intestino (12,5%) e pulmédo (70,8%). Neste ultimo, Rhabdias labiata foi a Unica
espécie encontrada.

Grego (2000) estudou, durante doze meses, 138 ofidios da espécie Bothrops
jararaca, provenientes de varias cidades do Estado de Sdo Paulo. Estas foram
divididas em dois grupos: Grupo A, com 47 B. jararaca que foram eutanasiados e
Grupo B, com 91 serpentes, que foram mantidas em serpentario externo aberto a
visitacdo publica. No grupo A, 72,3% dos animais estavam parasitados, enquanto que
no grupo B, 67%. Os parasitos identificados foram: Sarcocystis sp., Caryospora sp.;
Ochetosoma heterocoelium, Rhabdias vellardi, Kalicephalus inermis, Kalicephalus
costatus, Ophidascaris sp. e Porocephalus sp.

Barella e Silva (2003) descreveram a infecgdo por trematddeos digenéticos,
parasitos da cavidade oral e eséfago em uma populacdo de 250 serpentes da espécie
Bothrops moojeni, provenientes de resgate de fauna em Porto Primavera, Estado de
Sao Paulo. Os trematddeos encontrados foram: Ophisthogonimus spp. e Sticholecita
serpentis.

Dentre os helmintos que parasitam serpentes, tem sido observada a presenca de
nematodeos do género Rhabdias. Em C. d. terrificus a freqliéncia de ocorréncia de
Rhabdias spp. tém sido relatada como muito alta (Aradjo et al., 1999; Grego, 2000;
Silva et al., 2001). Este nematédeo pode causar um quadro clinico denominado

pneumonia vermindtica tendo como sintomatologia a respiracdo ofegante, sempre com
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a boca aberta (“gaping mouth and wheezing”) (Klingenberg, 1993; Rossi & Rossi,
1995). Entretanto, é descrito na literatura que essa pneumonia pode ser causada por
outros agentes, entre eles virus e bactérias, que poderiam estar associados a presenca
do verme (Silva et al., 2001; Nogueira et al., 2002).

Assim, constitui meta importante a investigagdo da presenca de nematodeos do
género Rhabias spp. e as implicacdes da presenca deste nematdédeo no pulméo de
serpentes C. d. terrificus, através de analise histopatologica, microbiologica e

hematoldgica.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Serpentes Crotalus durissus terrificus.

A classe Reptilia contém 5.141 espécies divididas em quatro ordens e trés
subordens de répteis viventes, sendo as serpentes, pertencentes a ordem Squamata,
subordem Ophidia (Wallach & Boever, 1983). O género Crotalus encontra-se
classificado na infra-ordem Alethinophidia, superfamilia Colubroidea, familia
Viperidae. Esta familia compreende 17 géneros, que possuem 202 diferentes espécies
(McDowell, 1987).

O género Crotalus apresenta, atualmente, 27 espécies, que sdo caracterizadas
por apresentarem um guizo na extremidade da cauda e numerosas pequenas escamas
cobrindo o topo da cabeca. Nenhum outro género tem esta combinacdo de
caracteristicas. Coletivamente, membros deste género ocorrem desde o sul do Canada
até a Argentina, e desde locais abaixo do nivel do mar até quatro mil metros de
altitude. S&o encontradas em uma grande variedade de habitats e o veneno produzido
pelas diferentes espécies apresenta muita variabilidade na sua composicao e efeitos
(Mattison, 1996).

No Brasil, hd apenas uma espécie, a Crotalus durissus, reconhecendo-se
atualmente seis subespécies: C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d. marajoensis, C.
d. ruruima, C. d. trigonicus e C. d. terrificus. Sao serpentes conhecidas popularmente
como cascavel, cascavel de quatro ventas, cobra de guizo, boicininga, maracé, boiquira
ou maracaboia (Soerensen, 1990; Silva, 2000).

A C. d. terrificus (Figura 1) ocorre em éareas dos Estados do Amazonas,
Rondonia, Para, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul e S&o Paulo. E uma serpente de porte relativamente grande, podendo chegar a um
metro ou mais, com alguns machos ocasionalmente excedendo a um metro e meio, e
distingue-se das outras subespécies por apresentar a parte interna das manchas dorsais
apenas mais claras do que os bordos. Aparecem em ambientes secos e rochosos de
vegetacdo baixa, sendo raramente encontradas em florestas, e predominando em

campos e plantacdes ricas em pequenos roedores, dos quais se alimentam. Com
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excecdo do bote, estas serpentes sdo de movimentos lentos e pouco agressivas
(Soerensen, 1990; Mattison, 1996; Silva, 2000).

O veneno da C. d. terrificus tem atividades neurotoxica, miotoxica e
coagulante. No local da picada pode haver edema discreto e raramente eritema, com
dor pouco intensa ou ausente, e sensacdo de adormecimento. As complicagbes mais
graves do acidente crotalico sdo a insuficiéncia respiratdria aguda, transitoria e muito
rara, e a insuficiéncia renal aguda, frequente nos casos graves tratados tardiamente e
de forma inadequada. O tratamento fundamental consiste na aplicacdo do soro
anticrotalico em dose e via adequadas (Azevedo-Marques et al., 1992).

N&o encontramos trabalhos relativos & sanidade de serpentes em vida livre.
Entretanto, temos observado que, assim como as aves e 0s mamiferos, os répteis sao
susceptiveis a infectar-se com uma grande variedade de patdgenos, incluindo virus,

bactérias, fungos, protozoarios, helmintos e artropodes ectoparasitas (Silva, 2000).

Figura 1. Exemplar de Crotalus durissus terrificus (Serpentes, Viperidae).

4.2. O género Rhabdias em Serpentes Brasileiras.
A familia Rhabdiasidae possui dois géneros em serpentes: Rhabdias e
Acanthorhabdias. Trabalhos com nematddeos desses géneros em serpentes foram

publicados por diversos autores. Pereira (1927) criou o género Acanthorhabdias e
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descreveu Acanthorhabdias acantorhabdias como espécie-tipo, parasitando pulméo de
Rhadinea merremi (=Liophis miliaris). Em outros trabalhos foram descritas as
espécies Rhabdias labiata (Pereira, 1927) e Rhabdias vellardi (Pereira, 1928).

Posteriormente, Artigas et al. (1973) e Fernandes e Souza (1974) redescreveram
Acanthorhabdias acanthorhabdias. Trabalhos publicados posteriormente relataram a
ocorréncia destes nematddeos em pulmao de diversas serpentes brasileiras (Araujo et
al., 1999; Grego, 2000; Silva et al., 2001; Nogueira, 2004).

Os nematddeos do género Rhabdias (Figura 2) apresentam uma fase de vida
livre e uma fase parasitaria. Na fase de vida livre existem representantes machos e
fémeas e na fase parasitaria, apenas a fémea partenogenética (Pereira, 1927, 1928).
Para a identificacdo precisa destes nematddeos € necessaria a caracterizacao
morfoldgica de todas as formas evolutivas do parasita, ou seja, ovo, larva, macho e
fémea de vida livre e a fémea parasita. Kloss (1971) relata que é muito dificil, ou
praticamente impossivel, caracterizar uma espécie do género Rhabdias apenas pela
andlise das formas parasitas. Salienta este autor que, para uma correta identificacdo da
especie, é necessario estudar morfologicamente todas as formas evolutivas do parasito.

As principais caracteristicas destes nematodeos sdo: presenca de exemplares da
geracdo parasitaria com dimensdes maiores que os de vida livre. Boca rodeada por seis
labios muito pequenos. Algumas vezes com asas laterais que sdo mais largas na parte
anterior. Capsula bucal em forma de taca. Es6fago pequeno, cilindrico, terminando em
uma dilatagdo posterior. Cauda conica. Vulva proxima do meio do corpo. Fémeas
didelfas, anfidelfas e oviparas. Ovos de casca fina contendo uma morula ou larva
pouco desenvolvida (Figura 2). Geracdo de vida-livre com sexos separados, com boca
sem labios, pequena cavidade bucal presente. Eséfago com dilatacdo pré-bulbar
piriforme. Machos de vida-livre com cauda conica, pequeno espinho terminal e estreita
asa caudal. Papilas caudais presentes. Espiculos iguais, curtos e grossos. Fémeas de
vida-livre com cauda conica, vulva ligeiramente ap6s a regido mediana do corpo.
Anfidelfas, com poucos ovos grandes. Embrides desenvolvidos no atero (Pereira,
1927, 1928; Vicente et al., 1993).



Karina Rodrigues dos Santos Revisdo de Literatura 14

Figura 2. Nematodeo do género Rhabdias coletado em pulmao de serpente Crotalus durissus
terrificus: A) Morfologia geral da fémea partenogenética; B) Esofago [E] e anel nervoso
[An]; C) Anus [A]; D) Vulva [Vu]; E) Vulva e ovos [O]; F) Ovo.
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4.3. Infeccdo Bacteriana do Trato Respiratorio.

Aeromonas, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Arizona e Klebsiella sdo
bacilos Gram-negativos comumente implicados em estomatite, abscessos da cavidade
oral, pneumonias e septicemias em serpentes de varias espécies, em cativeiro (Page,
1961, Heywood, 1968, Marcus, 1971, Esterabadi et al., 1973, Hess & Rudy, 1974,
Boever & Williams, 1975, Cooper & Leakey, 1976, Jacobson, 1978, Cambre et al.,
1980, lizuka et al., 1983/84, Calixto et al., 1986, Hipolito et al., 1987, Rossi & Rossi,
1995, Ords et al., 1996, Oros et al., 1997).

Hilf et al. (1990), com a hipotese de que 0s mais comuns patdégenos bacterianos
envolvidos em pneumonias de serpentes provavelmente eram aqueles da flora normal
da cavidade oral e do trato respiratorio superior, conduziram um inquérito
bacteriologico prospectivo da flora do trato respiratorio superior de oito serpentes da
familia Boidae, em cativeiro no Zooldgico de Pittsburgh, pelo periodo de um ano.
Relataram, entdo, que o bacilo Gram-negativo mais comumente isolado foi
Providencia rettgeri, e que em serpentes com pneumonia o nimero de bacilos Gram-
negativos foi significativamente maior que em serpentes normais. De duas serpentes
que vieram a Obito em consequiéncia de pneumonia, de uma isolou-se maci¢camente
Aeromonas hydrophila e da segunda Salmonella sp., Citrobacter sp. e Enterococcus
sp., em ambos 0s casos a partir de tecido pulmonar.

Jacobson et al. (1992), em um estudo realizado com 12 serpentes (a maioria
Crotalus) com lesbes pulmonares compativeis com infecgdo por Paramyxovirus
isolaram de culturas de pulméo, principalmente: Morganella morganii, Pseudomonas
spp. e Salmonella arizonae.

Desse modo, podemos sugerir a possibilidade de que a pneumonia descrita em
infeccBes por nematddeos do género Rhabdias, possa ser causada ndo pelo helminto,
mas por agentes bacterianos que cresceriam no parénquima pulmonar, talvez em

decorréncia de imunossupressdo causada pela sua presenca no pulméo.
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5. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi analisar as implicacbes da presenca de
nematddeos do género Rhabdias no pulmao de serpentes Crotalus durissus terrificus.
Para tanto, foi avaliado:

1) A morfologia de pulmdes de serpentes parasitadas e ndo-parasitadas por

nematodeos do género Rhabdias;

2) A presenca de agentes bacterianos nos pulmdes de serpentes parasitadas e

ndo-parasitadas por nematddeos do género Rhabdias;

3) Os valores hematoldgicos das serpentes parasitadas e ndo-parasitadas por

nematddeos do género Rhabdias.



Karina Rodrigues dos Santos Material e Métodos 19

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Selecdo dos Animais.

Foram estudadas 12 serpentes da espécie C. d. terrificus, recém-capturadas da
natureza e doadas ao CEVAP/UNESP (Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos) de Botucatu. Todos os animais que fizeram parte deste estudo foram
prontamente identificados e os dados referentes aos mesmos foram anotados em
protocolos individuais (Tabela 1). Foram coletadas amostras de fezes de 38 animais
para realizacdo de exame coproparasitoldgico com a finalidade de se determinar as
serpentes parasitadas e ndo-parasitadas por nematddeos do género Rhabdias. As
serpentes escolhidas eram imediatamente levadas ao Departamento de Parasitologia do

Instituto de Biociéncias e imediatamente eutanasiadas.

Tabela 1. Procedéncia, data da coleta, sexo e informacdes sobre parasitismo das

serpentes Crotalus durissus terrificus incluidas no estudo.

Animal Procedéncia Data da coleta Sexo Parasitismo
1 Sitio Boa Vista Negréo, Botucatu, SP 01/06/2003 F -
2 Fazenda Nova América, Botucatu, SP 08/08/2003 M +
3 Fazenda Sdo Jodo, Santa Maria da 02/09/2003 M -
Serra, SP

4 Sitio Boa Vista Negréo, Botucatu, SP 12/09/2003 M -
Sitio Boa Vista, Botucatu, SP ??/09/2003 M -

6 Sitio Rio Novo, Aguas de Santa 29/09/2003 M -
Béarbara, SP

7 Loteamento Ninho Verde Il, Pardinho, 14/12/2003 M +
SP

8 Fazenda e Haras Braido, Cerqueira 31/03/2004 F +
César

9 Condominio Tamandua, Santa Maria da 27/03/2004 F +
Serra, SP

10 Pirambdia, SP 27/03/2004 M +

11 Santa Maria da Serra, SP 07/05/2004 M +

12 Fazenda Sado Pedro, Pardinho, SP 14/06/2004 F -
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6.2. Coleta das Amostras.

As serpentes escolhidas para o estudo (6 parasitadas e 6 ndo-parasitadas) foram
eutanasiadas mediante injecdo contendo anestésico. Foram utilizados cerca de 100 a
150 mg de tiopental sodico (Tiopenthax®), via intramuscular. Dos animais
eutanasiados, foram colhidos o pulméo para estudo histologico e microbiologico e

sangue para exame hematologico.

6.3. Andlise parasitoldgica das fezes.

Para a determinacdo de animais parasitados ou ndo parasitados por nematodeos
do género Rhabdias foram realizados exames coproparasitologicos nas serpentes
recebidas no CEVAP/UNESP. Foram consideradas como parasitadas as serpentes que
apresentaram nas fezes os ovos larvados que sdo caracteristicos da familia
Rhabdiasidae (Klingenberg, 1993). Nesta familia os helmintos dos géneros Rhabdias e
Strongyloides apresentam ovos semelhantes. Para diferenciacdo desses ovos, 0s
mesmos eram mensurados em sistema de andlise de imagens e considerados ovos de
Rhabdias aqueles com comprimento de 71,2 a 95,9 um e largura de 35,1 a 48,6 um.
Para 0 exame coproparasitologico foram realizados os Métodos de Willis-Molley

(método da flutuacdo), e a Técnica Sedimentacdo Simples (Hoffman, 1987).

6.4. Fixacdo e analise morfoldgica dos helmintos pulmonares obtidos nos lavados
traqueopulmonares

Os helmintos obtidos apds a necropsia dos animais foram coletados e fixados
com solucdo de AFA aquecido. Para o estudo da morfologia os nematodeos foram
clarificados em solucgéo de lactofenol de Amann (2,26 mol/L de fenol, 2,68 mol/L de
acido lactico, 5,46 mol/L de glicerina) (Rey, 2001), até a obtencédo de boa visualizacdo
das estruturas internas de valor sistematico. A morfometria foi realizada em sistema
computadorizado de analise de imagens Qwin Lite 2.5 (Leica). Para a identificacdo da

espécie foram utilizados os trabalhos de Vicente et al. (1993) e Pereira (1927, 1928).
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6.5. Exame histopatologico do pulmao.

Para o exame histopatoldgico, amostras de pulmao e traquéia foram coletadas
da forma asséptica e fixadas em formalina 10%. Apos a fixacdo, essas amostras foram
incluidas em historesina (2-hidroxietil-metacrilato, Leica) e submetidas a cortes
histolégicos de 5 um de espessura em microtomo RM-2165 (Leica). Os cortes
histolégicos foram corados com HE (hematoxilina e eosina). O infiltrado de células
granulociticas foi quantificado nas laminas de histopatologia dos animais parasitados e
ndo parasitados e para isso foram contadas as células granulociticas presentes em 10
campos de 0,3 mm? em cada lamina. O material preparado foi analisado em sistema
computadorizado de andlise de imagens (Lite Qwin 2.5 — Leica), sendo realizada no
final da contagem uma média dos valores encontrados nos animais parasitados e ndo

parasitados, para a comparagao entre 0s grupos.
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Figura 3. A) Caixa de contencdo para aplicacdo do anestésico; B) Grade por onde era
injetado o anestésico; C) Anti-sepsia do local de abertura da cavidade celomética da serpente;
D) Abertura da cavidade celomatica para coleta de sangue na veia cava; E) Retirada de sangue
da veia cava; F) Exposicdo do pulmao (seta), para sua retirada.
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6.6. Exame microbioldgico do pulméo.

Para a avaliacdo microbiologica, fragmentos de pulméo foram coletados e
colocados individualmente em solucdo salina, na razdo de 10% do volume total e entdo
eram homogeneizados. Com esse material foi realizada pesquisa de bacilos Gram-
negativos (Enterobactérias, Pseudomonas spp. e Aeromonas spp.). As amostras foram
semeadas em meios seletivos para Pseudomonas (Agar cetrimide - OXOID), para
Aeromonas (Agar Amido Ampicilina), e para enterobactérias (Xilose lisina
desoxicolato e McConkey), que foram incubadas a 30°C por 24 horas. Apés esse
periodo, as colbnias caracteristicas foram repicadas para um tubo contendo &gar
tripticase soja (TSA), que foi incubado a 30 °C por 24 horas. A partir desse
crescimento, as cepas foram testadas quanto a producdo de oxidase, semeados em agar
triplice-agucar-ferro (TSI) e os tubos foram incubados a 30 °C por 24 horas. A partir
dos resultados desse teste bioguimico, as cepas foram identificadas com a utilizacao de
um Kit para a identificacdo das Enterobacteriaceae e outros bacilos gram-negativos
(API 20 E) e Kit para identificacdo dos bacilos Gram negativos ndo enterobactérias
néo fermentadoras (API 20 NE).

Paralelamente, no momento da coleta, outros fragmentos do pulmdo foram
colocados em tubos contendo caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI), que foram
incubados a 30 °C por 24 horas. Apds esse periodo, se ocorresse turvacdo do meio,
semeava-se 0s agars especificos ja citados. Se a turvacao nao ocorresse, 0s tubos eram

descartados e a amostra era considerada negativa.
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F

Figura 4. A) Pulmao colocado em placa de Petri estéril para microbiologia; B) Fragmentos de
pulmdo colocados em solucdo salina (setas amarelas) e BHI (caldo infusdo de cérebro e
coracdo) (setas brancas); C) Amostras sendo semeadas em meios seletivos; D) Agar triplice-
acucar-ferro (TSI); E) e F) Kits utilizados para identificagdo das bactérias, APl 20 E (para
enterobactérias e Aeromonas) e APl 20 NE (para bastonetes Gram-negativos nao
fermentadores).
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6.7. Exame hematoldgico.

Apds a eutanasia e abertura da cavidade celomatica, o sangue foi obtido
diretamente da veia cava. Foi coletado um volume aproximado de 0,5 ml em seringas
de insulina umedecidas com anticoagulante EDTA a 3% diluido em solucédo
fisioldgica. Foi realizada a contagem total de eritrocitos, leucocitos e trombdcitos em
camara de Neubauer utilizando o diluente de Azul de Toluidina a 0,01% em salina
fisiologica. A correcdo para os trombdcitos, foi baseada no diferencial de 200 células.
A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método da cianometahemoglobina
(Feldman et al., 2000; Raskin, 2000), centrifugando-se a solucdo de células lisadas
durante dois a trés minutos, antes de se proceder a leitura colorimétrica. O volume
globular foi determinado através do método do microhematdcrito centrifugando o
sangue a 12.000 rpm durante 5 minutos. A contagem diferencial de leucdécitos foi
efetuada através de esfregagos corados com Giemsa. A determinacdo da proteina total

foi realizada através da refratometria (Jain, 1986).

6.8. Analise estatistica.

Os dados de hematimetria de animais parasitados e ndo parasitados foram
comparados pelo teste t student. Os dados de leucometria foram analisados pelo teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparagéo entre a proporcdo de serpentes com
crescimento bacteriano pulmonar nos animais parasitados e ndo parasitados foi
realizada pelo z-test. A média da contagem dos campos dos heterofilos foi analisada
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significAncia adotado em

todos os testes estatisticos foi de 5%. Toda a andlise estatistica foi realizada no softw
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7. RESULTADOS

7.1. Avaliacdo histopatologica das amostras de pulmdes das serpentes Crotalus
durissus terrificus parasitadas e ndo parasitadas por nematodeos do género
Rhabdias.

A avaliacdo histopatoldgica das amostras de pulmdes de serpentes parasitadas
mostrou a presenca de células granulociticase mononuclear (Figuras 5a.g). Essas
alteracbes também foram observadas em alguns animais ndo parasitados, mas em
menor grau. A media da contagem das células granulociticas realizadas no pulméo das
serpentes parasitadas e ndo parasitadas foi de 13,15 e 1,28, respectivamente (p < 0,05)
(Figura 4). Em apenas um animal ndo parasitado ndo foi encontrado nenhum tipo

celular granulocitico acidofilico e nem mononuclear (Figuras 5¢.p).
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Figura 5. Média da contagem de células granulociticas, em cortes histologicos de pulmao das
serpentes Crotalus durissus terrificus parasitadas e ndo parasitadas (* p < 0,05).
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Figura 6. Avaliacdo histopatoldgica das amostras de pulmdes das serpentes Crotalus durissus
terrificus parasitadas e ndo parasitadas por nematddeos do género Rhabdias: A) e B) Epitélio
e parénquima pulmonar de animal parasitado, apresentando grande quantidade de infiltrado de
células granulociticas (setas); C) e D) epitélio e parénquima pulmonar de animal néo

parasitado. H.E.
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7.2. Avaliacdo microbiologica dos pulmdes das serpentes Crotalus durissus

terrificus parasitadas e ndo parasitadas por nematddeos do género Rhabdias.

A avaliacdo microbioldgica dos pulmdes das serpentes C. d. terrificus
parasitadas e ndo parasitadas por nematddeos do género Rhabdias mostrou que, entre
todos os animais parasitados, apenas um ndo apresentou crescimento bacteriano nas
provas microbioldgicas realizadas. 1sso representa 83% de positividade no crescimento
de col6nias de bactérias. Por outro lado, nos animais ndo parasitados, o crescimento
bacteriano foi detectado em duas serpentes, o que corresponde a 33% de positividade
(Figura 6). A andlise estatistica mostrou que ndo ha diferenga significativa entre a
proporcdo de crescimento bacteriano no pulmédo de animais parasitados e nao

parasitados (p = 0,242).

17,0%
33,3%

66,7%

Nao Parasitado
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Figura 7. Porcentagem de crescimento de coldnias de bactérias dos pulmdes das serpentes
Crotalus durissus terrificus parasitadas e ndo parasitadas por nematédeos do
género Rhabdias.

Dentre as cinco serpentes que apresentaram crescimento bacteriano, foram
identificadas nove espécies de bactérias. Por outro lado, nas duas serpentes ndo

parasitadas, foram identificadas apenas trés espécies de bactérias (Tabela 2).
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Tabela 2. Espécies de bactérias identificadas em amostras de pulmdes de serpentes
Crotalus durissus terrificus parasitadas e ndo parasitadas por nematodeos do

género Rhabdias.

Animal Parasitado Animal N&o Parasitado

2 Citrobacter divergens 1 Acinetobacter baumanii
Burkholderia cepacia
Stenotrophomonas maltophilia

Resultado negativo 3 Resultado negativo
Proteus vulgaris 4 Resultado negativo
Enterobacter sakazakii 5 Resultado negativo
Enterobacter amnigenus
Pantoea spp.
10 Pseudomonas aeruginosa 6 Burkholderia cepacia
Pantoea spp. Pseudomonas fluorescens
11 Providencia rettgeri 12 Resultado negativo

Proteus vulgaris

7.3. Hematologia das serpentes Crotalus durissus terrificus parasitadas e nao

parasitadas por nematddeos do género Rhabdias.

A andlise hematimétrica das serpentes parasitadas e nao parasitadas por
nematddeos do género Rhabdias mostrou que nos animais parasitados houve aumento
da concentracdo de proteina plasmética (p = 0,011), quando comparado com 0S
animais ndo parasitados. Para as demais variaveis, ndo foi detectada diferenca

significativa entre os animais parasitados e ndo parasitados (p > 0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo hematimétrica de serpentes Crotalus durissus terrificus

parasitadas e ndo parasitadas por nematodeos do género Rhabdias.

- Heméacias  Trombécitos Hemoglobina VG PT;SOr;e;?iia VCM  CHCM

(N/ul) (N/ul) (g/dl) ORI () (%)
N&o parasitados
1 625.000 12.269 9,5 34 3,0 54,8 27,9
3 565.000 13.938 8,3 29 3,8 51,8 28,6
4 552.500 12.640 10 32 3,2 58,2 31,3
5 400.000 15.000 8,3 27 3,2 67,5 30,7
6 355.000 10.634 7,4 29 4,4 81,6 25,8
12 525.000 13.920 9,5 27 4,4 51,4 35,2
Média 503.750 13.066 8,8 30 3,7 60,8 30,0
Desvio padrao 104.088 1.547 0,9 2,8 0,6 11,7 3,2
Parasitados

2 485.000 4331 8,5 32 4,3 68,7 26,1
7 475.000 17750 7.6 26 4,6 54,7 29,2
8 375.000 4187 6,4 21 4,6 56,0 30,4
9 475.000 9056 8,5 30 4,8 63,1 28,3
10 352.500 17250 7,9 26 4,6 73,8 30,3
11 320.000 17000 8,3 22 4,2 68,7 37,7
Média 413.750 11.596 7,8 26 4,5 64,1 30,0
Desvio padréao 72.968 6.529 0,8 4,3 0,2 7,6 3,9

Legenda: VG - volume globular, VCM - Volume Corpuscular Médio, CHCM — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média.

A avaliagdo leucométrica das serpentes parasitadas e ndo parasitadas por
nematodeos do género Rhabdias mostrou que nos animais parasitados houve
diminuicdo do numero de linfécitos circulantes (p = 0,009) em relacdo aos animais néo
parasitados. Para as demais variaveis, ndo foi detectada diferenca significativa entre os

animais parasitados e ndo parasitados (p > 0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Avaliacdo leucométrica de serpentes Crotalus durissus terrificus parasitadas

e ndo parasitadas por nematodeos do género Rhabdias.

Animal Leuc6citos  Linfécitos  Mond6citos  Heterofilos Baséfilos Eosinodfilos  Azuroéfilos

Nao parasitados

1 6.606 1.981,8 66,1 3038,8 462,4 132,1 924.8
3 8.186 5.730,0 81,9 818,6 491,2 409,3 654,
4 7.110 4.450,4 142,2 1493,1 284 .4 142,2 4977
5 3.750 2.437,5 300,0 187,5 262,5 262,5 300
6 11.992 8.633,7 239,9 2038,5 0 120,0 959,3
12 10.080 4.637,0 504,0 806,0 0 0 4133,0
Mediana 7.648 4.543,7 191,0 1.155,9 2734 137,1 789,8
ASIQ 1.737 1.646,5 109,5 616,3 2312 71,3 230,8
Parasitados
2 3.150 913,5 0 1228,52 0 220,5 787,5
7 9.053 3.892,6 0 1720,0 0 271,6 3168,4
8 12.563 879,3 1381,9 8416,8 0 376,8 1507,5
9 3.351 1.105,8 0 1340,3 0 0 904,7
10 4.485 897,0 0 1524,9 1794 0 1883,7
11 3.230 871,1 323 775,2 0 0 1550,4
Mediana 3.918 905,3 0 1.432,6 0 110,2 1.528,9
ASIQ 2912 113,3 161,5 246,0 0 135,8 489,5

Legenda: ASIQ — amplitude semi-interquartilica.
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8. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos as implicacdes da presenca de nematédeos do
género Rhabdias no pulmdo de serpentes C. d. terrificus, através de anélise
histopatol6gica e microbioldgica de pulméo e hematologia de serpentes parasitadas e
ndo parasitadas por nematddeos do género Rhabdias.

Em relacdo a analise histopatoldgica, observamos que quando as serpentes
estavam parasitadas havia no tecido pulmonar um infiltrado do tipo acidofilico
granulocitico, e de células monucleares. Essas alteracGes foram observadas em maior
quantidade em pulmao de animais parasitados.

O termo acidofilico pode ser utilizado tanto para heteréfilos como para
eosinéfilos. Em Chelonia e Crocodilia hd descricdo de dois tipos de granuldcitos
acidofilos, que sdo designados como uma variante de uma Unica linhagem de célula
(Girons, 1970 apud Montali, 1988), e foram referidos como eosindfilos tipo | (ou
heterdfilos) e tipo 1l (ou eosinofilos) (Pienaar, 1962 apud Montali, 1988). Porém,
fortes evidéncias separaram heterofilos e eosinofilos como sendo de linhagens de
células diferentes (Mateo et al., 1984). Em Squamata, serpentes e lagartos, na
avaliacdo histopatologica sdo relatados apenas um tipo de granuldcito acidofilico
(Montali, 1988). Mas alguns autores tém demonstrado a presenca de eosinéfilos em
serpentes (Feldman et al., 2000; Salakji et al., 2002; Thrall et al., 2004).

S&o escassos na literatura trabalhos que avaliem a histopatologia de pulméo de
serpentes acometidas por helmintoses. Nesse sentido encontramos o trabalho de Grego
(2000), que estudou alteracBes patoldgicas em pulmdo de serpentes B. jararaca
acometidas por Rhabdias vellardi. Nesse trabalho, é relatado a ocorréncia de
pneumonia intersticial, congestao, edema e exsudacdo hemorragica.

Samora (1993) relatou enterite parasitaria aguda, causada pelo R. vellardi, em
B. moojeni. Kolesnikovas (1997) estudou serpentes provenientes do serpentario
externo aberto do Instituto Butantan e verificou que 53% das serpentes C. d. terrificus

infectadas por R. vellardi, apresentaram pneumonia.
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Klingenberg (2000), relatou que a pneumonia em serpentes é caracterizada por
abertura da boca, dificuldade respiratoria e expulsdo de exsudato pela traquéia.
Também citou que alguns répteis tém secrecdo oral abundante, sendo esta de origem
pulmonar.

Todos estes estudos mostraram algum tipo de alteracdo associada a presenca de
nematodeos do género Rhabdias. Esses achados confirmam as observacGes realizadas
no presente trabalho. Entretanto, em nenhum dos estudos da literatura ha mencéo de
presenca de infiltrado heterofilico e mononuclear em pulmao de serpentes infectadas
por Rhabdias. Estes infiltrados heterofilicos e monocuclear foram observados em
serpentes da espécie Boa constrictor constrictor num estudo experimental induzindo
inflamacdo, implantando laminulas em tecido subcutaneo (Tucunduva et al., 2001). O
Rhabdias spp. pode estar causando uma inflamagdo nos tecidos, por isso levando a
presenca de infiltrados granulociticos e mononuclear corroborando com o trabalho de
Tucunduva.

Em mamiferos as células freqlentemente encontradas em infiltrados
inflamatorios de animais parasitados por helmintos sdo os eosinéfilos; estudos in vitro
e in vivo mostraram que linfécitos T e macrofagos regulam a producdo de eosinofilos.
Uma acelerada producédo e lancamento de eosinofilos da medula dssea para o sangue
ocorre em infeccbes por parasitas. Além disso, é descrito em literatura que estas
células tém importante papel no controle de infeccdes por parasitos metazoarios (Jain,
1993; Amarante et al., 1999).

Segundo Montali (1998), embora diferencas bioquimicas existam, os heteréfilos
de répteis parecem ser funcionalmente homologos aos neutrofilos de mamiferos. A
funcdo priméria dos heterofilos é fagocitose, por isso um significante aumento na
contagem usualmente estd associada a doencas inflamatorias, especialmente aquelas
envolvendo agentes microbianos, infecgfes parasitarias ou injurias teciduais (Feldman
et al., 2000; Thrall et al., 2004). Além disso, essas células tém importante funcédo
também nos processos de quimiotaxia, aderéncia, atividade microbiana, entre outras
(Jain, 1993).



Karina Rodrigues dos Santos Discussdo 36

Os pulmdes de serpentes parasitadas e ndo parasitadas, por nematddeos do
género Rhabdias, foram avaliados quanto a associacdo com crescimento bacteriano
pulmonar.

Os nematodeos do género Rhabdias apresentam uma fase de vida livre. Os ovos
resultantes da postura da fémea parasita saem junto com as fezes do animal e vao para
0 ambiente. Em condicdes ideais, 0os ovos eclodem dando origem a larva rabditoide
L1, que evolui para larva L2, também rabditoide. Apds algum tempo, ddo origem a
larva L3, filaridide, que é a forma infectante para as serpentes. A infeccdo pode
ocorrer via transcutanea ou oral (Klingenberg, 1993; Cheng, 1986, Anderson, 2000).
As larvas rabditoides alimentam-se ativamente no ambiente. Sua alimentacdo consiste
basicamente de microorganismos e matéria organica. Por outro lado, as larvas
filaridides ndo se alimentam no ambiente (Cheng, 1986). Segundo Marcus (1971) e
Fowler (1986), existe constante eliminacdo de bactérias nas fezes, estando estas
presentes no meio ambiente e em equilibrio com os animais. Portanto, como as larvas
rabditdides se alimentam no ambiente, provavelmente elas se contaminam com uma
ampla variedade de agentes microbianos. Ao chegarem no pulmao, seja por via oral ou
transcuténea, essas larvas podem eliminar os microorganismos adquiridos no ambiente
como outros microorganismos adquiridos ao longo do seu ciclo no hospedeiro, e com
isso, a “pneumonia verminoética” citada por Klingenberg (1993), poderia ser causada
ndo pelo verme, mas sim pelos microorganismos associados a ele, ou por ambos.
Marcus (1971) e Fowler (1986) ainda acreditam que para que bactérias oportunistas
venham causar lesdes, precisam de fatores que promovam um desequilibrio nesta
relacdo. E possivel supor que o parasita estaria debilitando o animal e levando consigo
as bactérias oportunistas, estas poderiam estar causando a “pneumonia vermindtica”.

Corroborando essa hipétese, nossos achados microbioldgicos demonstraram que
83% das serpentes parasitadas apresentaram crescimento bacteriano no pulmao
enguanto que as ndo parasitadas que apresentaram apenas 33%. A diversidade de
espécies de bactérias isoladas nas serpentes parasitadas foi também maior do que nas
serpentes ndo parasitadas. A estatistica comparando os animais parasitados e nao

parasitados quanto aos achados microbioldgicos ndo foi significativa devido ao
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namero de animais utilizados nesse trabalho, porém, se o dobro do nimero de animais
tivesse sido utilizado e a proporcdo dos achados microbiologicos se mantivessem, esta
diferenca seria significativa.

Dados semelhantes foram obtidos por Nogueira (2004) que, trabalhando com
paramixovirus ofidico e pulmédo de serpentes C. d. terrificus, encontrou em uma
amostra de 50 serpentes, 44% de infec¢do por Rhabdias sp. e uma estreita relacédo
entre a presenca do nematddeo pulmonar e crescimento bacteriano neste 6rgdo. Esta
autora ainda apresenta, como uma das suas conclusdes, que 0s nematédeos pulmonares
do género Rhabdias podem estar envolvidos na complicacdo dos quadros bacterianos
apresentados pelas serpentes estudadas.

As bactérias mais freqlientemente isoladas dos pulmdes das serpentes da
espécie C. d. terrificus, no presente estudo, foram as Gram-negativas Pantoea spp., B.
cepacia e P. vulgaris. Cada uma dessas espécies foi encontrada em pelo menos duas
serpentes. Outras bactérias isoladas foram: E. sakazakii, P. aeruginosa,

Stenotrophomonas maltophilia, P. fluorescens, P. rettigeri e A. baumani.

O género Pantoea constitui um grupo de bacilos aerobicos Gram-negativos
frequentemente isolados de solo, agua, plantas, sementes, vegetais, alimento, animais e
humanos. As infeccbes em humanos e outros animais ocorrem especialmente em
individuos debilitados. Este fato foi demonstrado por Larangeira et al. (2002) que
analisaram a microbiota vaginal de bactérias gram-negativas em micos-leGes
(Leontophitecus sp.) mantidos em cativeiro, no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, e
encontraram P. aglomerans em 21,2% dos animais. Entretanto, apesar de alguns casos
de infecgbes em humanos e animais serem descritos na literatura, as bactérias desse
género estdo mais associadas a solo e afeccbes de plantas (Asis & Adachi, 2003;
Manulis & Barash, 2003). Esse aspecto reforga a hipotese de que os nematddeos do
género Rhabdias podem carrear bactérias do ambiente para o pulméo de serpentes e
estas poderiam provocar alteragbes patologicas nesse Orgdo, como discutido

anteriormente.

Estudos anteriores descreveram o isolamento de bactérias em serpentes C. d.

terrificus. Moreno et al. (1973), isolou 7 espécies de bactérias de contetdo fecal. Esse
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estudo foi realizado com 119 amostras de fezes de C. d. terrificus e outras espécies de
serpentes. Nas serpentes C. d. terrificus foi encontrado um indice de positividade de
11,8% (14 serpentes positivas para enterobactérias). Neste estudo a flora predominante
fez-se representar por Citrobacter (35%), seguida de Proteus vulgaris (16,4%),
Proteus morganii (14,4%) e Proteus rettgeri (13,0%).

Cambre et al. (1980) estudaram 317 répteis e encontraram 117 animais
positivos para um ou mais sorotipos de Salmonella ou Arizona. No seu estudo, 125
serpentes foram analisados (70 espécies da familia Boidae, 48 da Colubridae e 7 da
Viperidae), e dentre estas 69 estavam positivas para uma dessas bactérias. Em culturas
de figado e trato gastrointestinal havia uma associacdo com outras bactérias como:
Pseudomonas spp., Proteus spp. e Citrobacter freundii.

Em outro estudo realizado com 310 serpentes (141 Boa spp. e 169 Python spp.)
foram encontradas bactérias dos géneros Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Proteus, Providencia e Pseudomonas (Cooper, 2000). Jacobson et al. (1992)
estudando serpentes com Paramixovirus, isolou atraveés de exame microbioldgico de
pulmdo de 12 serpentes as seguintes bactérias: A. calcoacetinus, C. freundii, C.
difficile, Escherichia coli, M. morgani, Proteus sp., Proteus mirabilis, Providencia
rettigeri, Pseudomonas acidovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
moltophilia, Salmonella arizonae, Staphylococus sp., Streptococus sp. e Streptococus
faecium. Coutinho et al. (2001) relata o isolamento de Proteus vulgaris de figado, pele
e rim, em serpentes Helicops modestus no Brasil, com uma taxa de mortalidade de
100%. No presente estudo, isolamos bactérias semelhantes as dos estudos relatados
acima.

Nogueira (2004) realizou anélise microbioldgica de lavado traqueopulmonar de
51 serpentes C. d. terrificus e encontrou uma diversidade muito grande de bactérias,
dentre estas foram isolados géneros semelhantes aos isolados no presente estudo
como: Pantoea sp. (=Enterobacer aglomerans), Citrobacter sp. Enterobacter sp.,
Providencia sp. € a Unica espécie encontrada em ambos os trabalhos foi Proteus
vulgaris. Apesar do grande nimero de serpentes estudado por Nogueira (2004), nédo foi

detectado no seu estudo a ocorréncia de Burkholderia cepacea, Pseudomonas
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aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter baumanii, como
demonstramos no presente trabalho. Nogueira (2004) ressalta que, no seu estudo,
grande parte dos agentes encontrados pode ter sido carreada da cavidade oral atraves
da sonda que era introduzida para realizacdo do lavado traqueopulmonar. Neste estudo
ndo foi realizado lavado traqueopulomonar, o que exclui a contaminagdo com bactérias
da cavidade oral. Apesar disso, esses dados demonstram a grande diversidade de
microorganismos que podem ser isolados de pulmao de serpentes.

Estudos com outras espécies de serpentes também tém sido publicados. Hilf et
al. (1990), trabalhando com cultura de bactérias de pulméo de serpentes da familia
Boidae, demonstraram que o bacilo Gram-negativo mais comumente isolado foi P.
rettgeri e que, em serpentes com pneumonia, 0 himero de bacilos Gram-negativos foi
significativamente maior que em serpentes normais. De duas serpentes que vieram a
6bito em conseqliéncia de pneumonia, de uma isolou-se macicamente A. hydrophila e
da segunda Salmonella sp., Citrobacter sp. e Enterococcus sp., em ambos 0s casos a
partir de tecido pulmonar. Desses agentes somente Citrobacter foi encontrado em
nosso estudo.

Marcus (1971) relatou a ocorréncia de pneumonia em serpentes com A.
hydrophila. O mesmo autor (Marcus, 1981) relatou em outro trabalho que em
infecgOes por R. vellardi o pulmdo das serpentes mostrou nenhum ou poucos sinais
clinicos, além de resposta inflamatdria minima.

Desse modo, verificamos que as serpentes parasitadas podem apresentar
diferentes espécies de bactérias em associacdo com 0s nematddeos do género
Rhabdias e junto com os vermes, estas bactérias podem causar alteracBes patoldgicas
no tecido pulmonar. Além disso, verificamos que existe uma grande diversidade de

bactérias que podem acometer o pulméo de C. d. terrificus.

Os dados hematoldgicos tiveram pouca alteracdo quando consideramos 0S
animais parasitados e ndo parasitados. Somente a concentracdo de proteinas plasmatica

e a quantidade de linfécitos forneceram valores estatisticamente significativos.
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Nos animais parasitados observamos aumento nos valores de proteina
plasmatica, que ocorre nos casos de hemoconcentracdo (desidratacdo) ou ndmero
elevado de imunoglobulinas, associada com doenca inflamatdria crénica (Mader,
1996). E possivel sugerir que a presenca de Rhabdias spp. em pulmdo de serpentes
possa levar a quadros de doenca inflamatoria cronica e com isso induzir aumento da
proteina plasmatica. A eletroforese seria uma ferramenta para ajudar na avaliacdo de
répteis com hiperglobulinemia. As fracdes alfa, beta e gamaglobulinas, podem
aumentar em doencas infecciosas (Mader, 1996).

Também verificamos uma linfopenia nas serpentes parasitadas. Esta alteracéo
freqUentemente esta associada a uma mé nutricdo ou a doengas secundarias devido ao
estresse ou imunosupressao (Thrall et al., 2004) ou em certas infeccBes parasitarias
(Feldman et al., 2000). Sendo assim, podemos sugerir que a linfopenia observada nos
animais parasitados possa estar associada a presenca de Rhabdias spp.

O aumento da proteina plasmatica foi verificado quando comparamos o0 grupo
de serpentes parasitadas com o de ndo parasitadas, pelo teste estatistico, porém,
segundo os critérios de Feldman et al. (2000) e Raskin (2000), todos os animais estdo
dentro dos parametros normais. Para os linfocitos, verificamos uma linfopenia em 5
das 6 serpentes parasitadas e em 2 serpentes ndo parasitadas. As hemacias também se
apresentaram abaixo dos valores normais nos animais parasitados e nos animais de
nameros 5 e 6 (ndo parasitados), 0 que sugere uma anemia normocitica normocrémica
(Raskin, 2000).

Individualmente, ainda segundo Feldman et al. (2000) e Raskin (2000), os
animais 1 (ndo parasitado) e 8 (parasitado) apresentaram heterofilia. O aumento na
contagem de heterofilos usualmente estd associado a doengas inflamatorias,
especialmente aquelas envolvendo agentes bacterianos, infeccdes parasitarias ou
injurias teciduais. Em condigdes ndo inflamatdrias, podem estar associados a estresse,
neoplasia ou leucemia heterofilica (Thrall et al., 2004; Mader, 1996). Os animais 10,
11 (parasitados) e 12 (ndo parasitado) apresentaram azurofilia. A contagem aumentada
desses mondcitos azurofilicos indica uma estimulagéo antigénica e doencas infecciosas
(Feldman et al., 2000).
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Desse modo, podemos sugerir que a presenca de Rhabdias spp. pode estar
associada, de forma discreta, com alteracbes dos parametros hematoldgicos do
hospedeiro. Entretanto, os dados hematoldgicos de répteis devem ser analisados com
cautela, pois, como afirmam Mader (2000) e Thrall et al. (2004), fatores externos,
como por exemplo, variagdes ambientais, podem inibir ou intensificar a resposta do
animal a uma doenca e, portanto, ndo devem ser menosprezados. Ainda segundo estes
autores, as respostas celulares no sangue dos répteis sdo menos previsiveis do que
aquelas no sangue dos mamiferos e aves, cujos microambientes celulares sdo mais
estaveis.

Ainda, segundo Feldman et al. (2000) e Raskin (2000), os valores obtidos em
nosso estudo estdo em sua maioria dentro da faixa de normalidade para serpentes.
Porém, dois aspectos devem ser considerados com relacdo a hematologia: 1) os valores
normais citados por Feldman et al. (2000) e Raskin (2000) ndo levaram em conta a
presenca de uma parasitose, 2) a hematologia ndo foi realizada com a mesma espécie

de serpente estudada no presente projeto.
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9. CONCLUSOES

De acordo com a metodologia proposta e a forma de andlise empregada,
verificamos que serpentes Crotalus durissus terrificus parasitadas com nematodeos do
género Rhabdias apresentam:

1. Infiltrado de células granulociticas e mononucleares nos pulmdes;
2. Aumento de crescimento bacteriano nos pulmades;

3. Pouca alteracdo no perfil hematoldgico.

Sendo assim, podemos concluir que os nematédeos do género Rhabdias
constituem importante problema de salde para as serpentes e, portanto, todo animal

introduzido em cativeiro deve ser tratado para eliminacao destes parasitas.
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