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RESUMO

A bactéria do género Salmonella é responséavel por causar a salmonelose, doenga zoonotica
relacionada ao consumo de alimentos mal cozidos, principalmente ovos, carne de aves, carne
bovina, além de leite e derivados. Ademais da alimentagdo comercial, os seres humanos
alimentam-se de outros animais, dentre eles, os répteis. A carne do mugua é considerada uma
iguaria que frequentemente é servida em sua propria carapaca em alguns restaurantes
brasileiros, embora a caca seja proibida, o animal € servido de forma clandestina como prato na
culinéria local. Esse prato é conhecido regionalmente como “casquinho de mugua”. Visando o
potencial zoono6tico da Salmonella e o consumo de carne de mugud, o objetivo do estudo foi
realizar a deteccdo molecular de Salmonella em fezes de muguas provenientes da llha de
Marajo. As amostras analisadas foram provenientes de vinte muguds capturados no municipio
de Cachoeira do Arari, na llha de Marajé. Das amostras de fezes retiradas do intestino, 10%
(2/20) apresentaram positividade para a deteccdo de Salmonella enterica enterica, sendo elas
provenientes do intestino grosso. Os queldnios possuem esse agente presente na sua microbiota
natural e podem libera-lo de forma intermitente. Esses animais podem apresentar positividade
para Salmonella sem que necessariamente esteja com um quadro infeccioso de Salmonelose
apresentando risco para a saide humana. A deteccdo de Salmonella em mucua de vida livre
indica a ocorréncia do patégeno em animais dessa espécie na regido da llha de Marajo,
sugerindo o risco de infec¢cdo em humanos, seja a partir do habito de consumo do animal ou
pela criacdo como animal de estimacéo ou até mesmo de forma indireta por meio de fomites.

Palavras-chave: llha de Marajo, mucgud, salmonelose



ABSTRACT

The bacterium of the genus Salmonella is responsible for causing salmonellosis, a zoonotic
disease related to the consumption of undercooked foods, especially eggs, poultry meat, beef,
as well as milk and dairy products. In addition to commercial food, humans feed on other
animals, including reptiles. Scorpion mud turtle meat is considered a delicacy, that is often
served in its own carapace in some Brazilian restaurants, although hunting is prohibited, the
animal is clandestinely served as a dish in local cuisine. This dish is known regionally as
“casquinho de mugud”. Aiming at the zoonotic potential of Salmonella and the consumption of
scorpion mud turtle meat, the aim of this study was to perform the molecular detection of
Salmonella in scorpion mud turtle feces from Marajo Island. The samples analyzed came from
twenty scorpion mud turtles captured in Cachoeira do Arari, Marajo Island. Of the fecal samples
taken from the intestine, 10% (2/20) were positive for the detection of Salmonella enterica
enterica from the large intestine. Chelonians have this agent present in their natural microbiota
and can release it intermittently. These animals may be positive for Salmonella without
necessarily having an infectious picture of salmonellosis presenting a risk to human health. The
detection of Salmonella in wild life scorpion mud turtle indicates the occurrence of the pathogen
in animals of this species in the region of Marajo Island, suggesting the risk of infection in
humans, either from the consumption of the animal or by raising as a pet or even indirectly by
means of fomites.

Keywords: Marajo Island, scorpion mud turtle, salmonellosis
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1. INTRODUCAO

A bactéria do género Salmonella é responsavel por causar a salmonelose, doenca
zoonotica relacionada ao consumo de alimentos mal cozidos, principalmente ovos, carne de
aves, carne bovina, além de leite e derivados (BRITO, 2010).

Ademais da alimentagdo comercial, 0s seres humanos alimentam-se de outros animais,
dentre eles, os répteis, em que varias espécies sdo consumidas. Nesse consumo estdo incluidos
0s quelbnios como, as tartarugas de agua doce e ribeirinhas, além de tartarugas marinhas e
terrestres, sendo dessas ultimas consumidos carnes e ovos e somente carne, respectivamente
(KLEMENS; THORBJARNASON, 1994).

Os casos de salmonelose associada a répteis sao um problema de satde pablica que nao
foi solucionado, sendo esta a zoonose mais comumente relacionada a este tipo de animal
(BRAUN et al., 2015). Os casos ocorrentes nos Estados Unidos, descritos por Cohen et al
(1980), atingiram em sua maior parte criangas, que por meio do contato direto com o animal
infectado por Salmonella ou com a agua que esses animais tinham contato adquiriram a
infeccdo.

As possiveis vias de transmissdo sdo as maos contaminadas com excretas dos animais
ou a partir da preparacdo dos alimentos em pias ou cozinhas contaminadas com residuos dos
aquarios dos animais (BRAUN et al., 2015).

O diagnostico padrdo € baseado em métodos de cultivo, bioquimicos e soroldgicos,
porém estes ndo sdo tdo efetivos quanto a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR —
Polymerase Chain Reaction), método de possui alta especificidade e sensibilidade, além de ser
realizada em menor tempo, em comparacdo as técnicas padroes (AMINI et al., 2010; ROCHA-
e-SILVA et al., 2014).

A bactéria do género Salmonella possui genes cromossémicos de viruléncia como o
invA, iroB, invE e slyA, além de genes fimbriais e plasmidiais. O método de amplificacdo do
gene invA (gene de invasdo do género Salmonella) é preconizado internacionalmente como o
procedimento padrdo para a deteccdo da bactéria do género Salmonella, mostrando a

importancia da rapida identificacdo dos sorovares de Salmonella (AMINI et al., 2010).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Realizar a deteccdo de Salmonella em fezes de mucud (Kinosternon scorpioides
scorpioides) provenientes da Ilha de Marajd, visando o potencial zoonético da bactéria em
questao.
2.2. Objetivos especificos
1) Detectar a presenca de Salmonella em fezes de mugua;

2) Demonstrar a importancia da deteccdo de Salmonella em fezes de mucud para a saude

publica.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Kinosternon scorpioides scorpioides

O Kinosternon scorpioides é pertencente a ordem Testudines, subordem Cryptodira e a
familia Kinosternidae. Possui comportamento semiaquatico, com a presenca de membranas
interdigitais em suas patas e seu porte varia de pequeno a médio (ARAGAO et al., 2018;
BEZERRA et al., 2019). Os individuos desta familia sdo reconhecidos como tartarugas da lama
ou almiscarada, sendo caracterizados por secretarem mal odor e serem discretos (IVERSON et
al., 2013).

O nome scorpioides é derivado do latim escorpio, Linnaeus deu o nome ao animal
devido a presenca de um espinho presente na ponta de sua cauda, semelhantemente ao escorpido
(figura 1) (BERRY; IVERSON, 2001). A combinagdo do uso do nome Kinosternon scorpioides
scorpioides foi realizado pela primeira vez por Gorzula e Sefaris (1999) (UETZ; HOSEK,
2019).

Figura 1. Macho (esquerda) e fémea (direita) de Kinosternon scorpioides scorpioides
apresentando estrutura cornificada na ponta da cauda, semelhante a um espinho. Nota-se que o

macho apresenta a cauda mais longa que a fémea.

Fonte: Andréa Bezerra
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O K. scorpioides € considerado o maior animal dentro do género, podendo medir até 27
cm, embora seja raro encontrar animais que cheguem a esse tamanho. A coloracdo de sua
carapaca varia de café-amarelado a café escuro e o plastrdo quase sempre possui cor amarelo-
laranja (RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

A espécie se caracteriza por trés apresentar trés quilhas longitudinais na carapaca (figura
2) que € composta por 36 escudos. Seu plastrdo é largo e ligado a carapaga através de pontes
que também sdo largas, estas sdo formadas pelos escudos axilar, nas porc¢des anterior, inguinal
e posterior (BEZERRA, 2019).

Figura 2. Quilhas longitudinais (ponta da seta) na carapaca de Kinosternon scorpioides

scorpioides

Fonte: Andréa Bezerra

O dimorfismo sexual do K. scorpioides € classificado, a partir de caracteristicas fisicas.
Os machos da espécie possuem a cabeca maior, assim como a cauda, além de apresentarem
uma concavidade no plastrdo para a protecio (MESEN; MARQUEZ, 1993; MONTES-
CORREA et al., 2017). Embora haja vérias tonalidades na cor da cabeca desses animais, 0s
machos a apresentam bastante pigmentada, podendo chegar a ser preta, enquanto as fémeas
apresentam coloracdo clara (figura 3). Porém ha diferenca no peso desses animais, sendo as

fémeas mais pesadas que 0os machos (CASTRO, 2006).
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Figura 3. Macho (esquerda) e fémea (direita) de Kinosternon scorpioides scorpioides,
apresentando dimorfismo sexual a partir da diferenca da coloracgdo da cabeca.

Fonte: Andréa Bezerra

Sua aptiddo alimentar é onivora, se alimentando de peixes, anfibios, insetos, algas,
restos vegetais, crustaceos e gastropodes (ARAGAO et al., 2018). A dieta desses animais pode
variar de acordo com o sexo e a idade, sendo os adultos classificados como herbivoros e
carnivoros oportunistas e 0s jovens como carnivoros, principalmente durante o primeiro ano de
vida do animal (ARAUJO, 2009).

O mucud também apresenta habito de cleptoparasitismo, caracterizado por se alimentar
de toda matéria morta encontrada em decomposicdao no ambiente em que vive, evitando desse
modo a impurificacdo de lagos e charcos, esse comportamento é observado tanto na ocorréncia
de escassez de alimento quanto na fartura dos mesmos (ARAUJO, 2009).

Estes animais possuem ampla tolerancia ecoldgica, sendo capazes de habitar ambientes
de agua corrente ou parada com baixa taxa de oxigénio. Em periodos de seca, procuram
ambientes umidos para habitar, podendo se enterrar no barro até a chegada do periodo das
chuvas, somente apds o inicio desse periodo saem em busca de terra firme (VOGT et al., 2015).

O K. s. scorpioides (Linnaeus, 1766) habita regides que vado desde o Panama até o norte
da América do Sul e da bacia Amaz6nica ao Norte da Argentina, sendo a Unica espécie com
distribuicdo sul-americana (BERRY; IVERSON, 2011; VIANA et al., 2015). No Brasil, esse
animal habita locais alagados e ndo possui habito migratorio, sendo a maior ocorréncia na Illha
de Marajo (VANZOLINI et al., 1980 apud SILVA et al., 2011). E conhecido em algumas partes
do Brasil como mucua ou jurard (VOGT et al., 2015).
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Sua caca ocorre a partir do uso do fogo que € colocado na palha e em seguida préximo
aos ninhos, fazendo com que os animais fujam, facilitando a captura desses animais (CASTRO,
2006). Segundo Pereira e Sousa (2004 apud ARAUJO, 2009) essa captura ocorre
principalmente no periodo de estiagem e a maioria dos animais capturados sdo utilizados para
consumo proprio, demonstrando a importancia do animal no cardapio das pessoas que realizam

essa prética.

3.2. Salmonella

A bactéria do género Salmonella é um bastonete gram-negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, as bactérias desse género geralmente sdo moveis. Bioguimicamente
apresenta resultado da oxidase negativa, utiliza o citrato como sua unica fonte de carbono, reduz
nitrato a nitrito, é fermentadora de glicose, além de ser produtora de &cido sulfidrico e gas
(ELLERMEIER; SLAUCH, 2006; MARQUES, 2011).

O género é subdividido em duas espécies, Salmonella bongori e S. enterica. Esta ultima
é subdvidida em seis subespécies, sdo elas: S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizonae,
S. houtenae e S. indica (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006; RAMOS; NEGRAO, 2017). Ha
também a classificacdo de acordo com sua estrutura antigénica, sendo determinadas pelos
antigenos somaticos (O), o antigeno capsular de viruléncia (Vi) e as estruturas flagelares (H)
(LOUREIRO et al., 2010).

Molecularmente a bactéria apresenta diversos genes de viruléncia, estes auxiliam na
expressao da viruléncia dos organismos que entram em contato com o hospedeiro, dentre eles
estdo: invA, sitC, spvA, spvB e spvC que sdo utilizados para detectar genotipos de viruléncia
em amostras ambientais e de alimentos. O gene invA é responsavel por proporcionar que a
Salmonella invada o tecido epitelial do intestino. H& também outros genes associados a adesdo
e invasao celular (viz, sef, pef e inv) e outros que sdo responsaveis por manter o patégeno
sobrevivendo no hospedeiro (mgtC) ou manifestando a real patogenicidade do microrganismo
(viz, sop) (SMITH et al., 2015; DAS et al., 2019).

O género Salmonella possui mais de 2600 sorovares, porém apenas alguns estdo
associados a surtos ou infecgdes esporadicas de salmonelose (FARIAS et al., 2015). Alguns
sorovares de Salmonella séo espécie especificos, como a Salmonella Typhi e S. Paratyphi que
acomete exclusivamente humanos, causando as doencgas conhecidas como febre tifoide e

paratifoide, ja os sorovares S. Gallinarum e S. Abortusovis acometem somente 0s animais e as
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S. Typhimurium e S. Enteritidis sdo responsaveis por provocar gastroenterites em humanos e
animais (MARQUES, 2011).

A S. enterica enterica habita o trato gastrointestinal de animais de sangue quente,
enquanto S. bongori é comensal dos intestinos de animais de sangue frio e raramente esta
associada a infec¢bes em seres humanos (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006).

O quadro infeccioso provocado pela Salmonella é chamado salmonelose. Esta é uma
doenca de carater infectocontagioso que tem distribuicdo mundial e possui como principais
formas de transmissdo a inalacdo do material fecal e a ingestdo de alimentos contaminados
(RAMOS; NEGRAO, 2017). A bactéria pode estar presente na microbiota de animais
domeésticos e silvestres, com a presenca ou nao de sintomatologia. A eliminacdo do patdégeno
pode ocorrer de forma intermitente (RIBEIRO et al., 2010).

A maioria das infeccBes por Salmonella estdo restritas ao aparecimento de
gastroenterites. A bactéria pode se propagar por meio de &gua, bem como por alimentos
contaminados que ricos em nutrientes que favorecem o crescimento do patégeno. A infeccdo
de animais e a contaminacdo de alimentos que pode ocorrer a partir do contato com fezes
contaminadas (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006).

A ocorréncia de salmonelose em humanos pode se dar, pelo contato com as fezes dos
répteis, mas essa bactéria pode ser transmitida a partir do contato manual com animais e
utensilios contaminados, outra forma de transmissdo ocorre pelo contato com vestimentas
contaminadas que estiverem em contato com animais contaminados ou por meio de mordidas
e arranhdes (LUKAC, PEDERSEN e PRUKNER-RADOVCIC, 2015).

Na transmissdo fecal-oral, a bactéria invade o epitélio intestinal e os macréfagos, dessa
forma ele iré se replicar nessas células e se disseminar no corpo do individuo acometido. O
patdgeno que se replica no figado, atravessa a vesicula biliar até chegar ao intestino e assim nas
fezes (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006).

Alguns dos sinais clinicos apresentados por pessoas infectadas pela bactéria do género
Salmonella s&o: sonoléncia, fraqueza, anorexia, desidratacao, flacidez da pele, gastroenterite, e
em casos mais graves pode ocasionar doenca septicémica severa e até mesmo a morte
(RAMOS; NEGRAO, 2017). Quanto aos répteis, a bactéria pode ndo provocar a doenca, porém
nos casos em que isso ocorre 0 animal pode apresentar septicemia, pneumonia, abscessos,
granulomas, choque hipovolémicos, osteomielite e morte (EBANI et al., 2017).

Os sintomas da doenga em répteis podem aparecer apds fatores como, o transporte,
privacdo de alimento, lotagdo excessiva do recinto, exposi¢do ao frio ocorréncia de doencas

virais ou parasitarias, mudanca brusca na alimentacdo ou se ocorrer de forma exagerada e
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rapidamente. Em tartarugas de vida livre, podem aparecer sinais de emaciacdo, lesdes no
plastrdo, descoloracdo da carapaca, além de lesdes intestinais, respiratorias e hepéaticas (CFSPH,
2013).

A excrecao da bactéria, seja por répteis de cativeiro ou de vida livre, possui determinada
importancia para a salde publica, visto que geralmente as cepas sdo resistentes a antibidticos,
principalmente aqueles utilizados no tratamento habitual ao combate & doenga, como, as
cefalosporinas, penicilinas e sulfa-trimetroprim (EBANI et al., 2017).

O diagnostico de Salmonella é realizado a partir do isolamento da bactéria das fezes e
em casos da disseminacdo do patdgeno na corrente sanguinea, realiza-se a solicitacdo da
hemocultura. Para a execugdo do processo podem ser utilizados meios de cultura como: agar
MacConkey, agar Eosina Azul de Metileno (EMB), agar Bismuto Sulfito, gar Salmonella-
Shigella e 0 agar verde brilhante. Outro método que também pode promover o maior isolamento
do microrganismo € o uso de caldos de enriquecimento. Alguns testes sorolégicos podem
realizar a detec¢do de um limitado nimero de sorovares. Testes como a PCR, e outros testes
moleculares sdo avaliaveis para o diagndstico da doenca (CFSPH, 2013).

Algumas medidas preventivas sdo indicadas para que seja evitada a ocorréncia de
salmonelose em seres humanos, dentre elas estdo: lavar as médos ap6s o contato com répteis ou
0s objetos pertencentes a eles, trocar as roupas apds 0 manejo do animal, principalmente se
havera contato com crianc¢as apos isso; ndo comer, beber ou fumar no mesmo ambiente que o
animal; pessoas com sistema imunoldgico comprometido devem evitar contato com répteis
(CFSPH, 2013).

Nos anos de 2015 e 2016, nos Estados Unidos, mais de 202 pessoas foram infectadas
por Salmonella devido ao contato com pequenas tartarugas de estimacéo e cerca de 41% dos
pacientes atendidos foram criancas menores de 5 anos (CDC, 2019). Muitos casos de
salmonelose estdo associados ao contato com répteis criados em ambiente doméstico. Na
Europa, para que haja o controle da doenca os animais sdo monitorados e é verificado qual
sorovar pode estar presente na microbiota fecal dos individuos (LUKAC, PEDERSEN e
PRUKNER-RADOVCIC, 2015).
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3.3. Consumo de queldnios e o risco de infec¢éo por Salmonella

A carne de répteis é servida como uma importante fonte de proteinas para os seres
humanos ao redor do mundo, tanto para populacgdes rurais como para urbanas. Todos 0s répteis
séo bastante explorados quando se trata de consumo humano, sendo esse consumo associado
principalmente a cultura e a crengas medicinais (KLEMENS; THORBJARNARSON, 1994;
RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

Desde a antiguidade os queldnios vém sendo explorados, sendo utilizada tanto a sua
carne, quanto seus ovos, gordura e visceras (ARAUJO et al., 2012). Dentre as tartarugas mais
consumidas do ambiente marinho, estéo: a tartaruga-marinha-australiana (Natator depressa), a
tartaruga-verde (Chelonia mydas), a tartaruga-comum (Caretta caretta) e a tartaruga-oliva
(Lepidochelys olivacea), destas tanto a sua carne quanto seus ovos sao utilizados para consumo.
Quanto aos queldnios terrestres, os mais consumidos nas florestas e savanas da América do Sul
sdo o jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria) e jabuti-tinga (C. denticulata) (KLEMENS;
THORBJARNARSON, 1994).

Na regido Amazodnica, o consumo de queldnios é uma maneira de obtencédo de carne e
proteina pelas comunidades tradicionais como forma de subsisténcia. As tartarugas marinhas
sdo animais que possuem essa finalidade em muitas tribos indigenas (BEZERRA, 2019). Em
regides da América do Norte, paises da Africa e continente Asiatico, esse consumo também é
realizado, dentre os espécimes que servem como fonte de alimento esta a tartaruga-de-casco-
mole (Pelodiscus sinensis japonicus) (KLEMENS; THORBJARNARSON, 1994).

Além dos perigos naturais, também ha o fator humano que implica na caca desses
animais, muitos filhotes de tartaruga-da-Amazoénia (Podocnemis expansa) que escapavam dos
ninhos, anos mais tarde eram capturados para serem consumidos. Na década de 1960, as
espécies P. expansa e P. unifilis, foram exploradas também para a entrada no mercado pet nos
Estados Unidos (MITTERMEIER, 1978).

As tartarugas adultas sdo importantes fontes de recursos alimentares, uma fémea de P.
expansa prové cerca de quatro a sete quilos de carne, o suficiente para alimentar uma familia
por alguns dias (MITTERMEIER, 1978). Klemens e Thorbjarnarson (1994) relatam que as
tartarugas de rio, P. expansa e P. unifilis, foram exploradas em larga escala na América do Sul,
sendo necessaria maior atencao nessas espécies devido ao risco de extin¢ao dessas tartarugas.

Nos estados do Para e Maranhdo, uma espécie que serve como forma de alimento nas
comunidades ribeirinhas € o mugua. A busca por esse tipo de alimento se da quando a aquisi¢cao

de proteinas provenientes do peixe, carne bovina ou de aves é escassa ou quando ha necessidade
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de diversificar a alimentacdo (ALMEIDA, 2015; VOGT et al., 2015; BRITO, LIMA e ROSA,
2016; CRISTO et al., 2017).

A carne do mugua é considerada uma iguaria, e frequentemente € servida em sua propria
carapaca em alguns restaurantes brasileiros, embora a caca seja proibida, o animal € servido de
forma clandestina como prato na culinéria local. Esse prato é conhecido regionalmente como
“casquinho de mugua” (figura 4) (ROCHA; MOLINA, 1990; CASTRO, 2006; ARAGAO et
al., 2018). Na costa Atlantica do Brasil € uma carne bastante apreciada e procurada para
consumo, é vendida nos restaurantes como caranguejo recheado (RUEDA-ALMONACID et
al., 2007).

Figura 4. “Casquinho de mugua”

Fonte: Andréa Bezerra

A procedéncia da carne de queldnios geralmente é desconhecida, em um estudo
realizado por Rebélo e Pezzuti (2000) em Manaus, a populagdo que consumia essa carne ndo
conhecia a origem do produto e a aquisicdo era realizada em mercados de pescado por meio de
parentes ou intemerdiarios.

O isolamento de Salmonella em répteis ja havia sido descrito em 1939, porém somente
na década de 50, os primeiros casos de salmonelose humana comecaram a ser descritas (SA;
SOLARI, 2001). Os principais reservatorios de Salmonella sdo assintomaticos, sendo
pertencentes a esse grupo os répteis que geralmente sdo subestimados, principalmente os de
estimacdo. A espécie mais associada a esses casos € a tartaruga de orelha vermelha (Trachemys
scripta elegans) (BRAUN et al., 2015).
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Alguns sorovares de Salmonella como o Abony, Newport, Paratyphi var. Java,
Litchfield, Urbana, Stanley, Pomona e Poona foram descritos em casos de salmonelose humana
a partir do contato com a tartaruga de orelha vermelha, porém os isolados variam desde a
espécie de S.bongori as varias subespécies de S. enterica (BRAUN et al., 2015; CORRENTE
etal., 2017).

A maioria dos tipos de Salmonella sdo adaptadas aos répteis, e podem causar infeccéo
assintomatica nesses animais e ocasionalmente doenca e morte (CORRENTE et al., 2017). Os
répteis possuem a bactéria como parte de sua microbiota intestinal, eliminando o
microrganismo de forma intermitente através das fezes (BRAUN et al., 2015). Os répteis que
convivem com outros animais da mesma espécie no mesmo recinto sdo mais suscetiveis a
adquirirem a infeccdo por Salmonella diferentemente daqueles que vivem sozinhos no ambiente
(CORRENTE et al., 2017).

A infeccdo por salmonelose em humanos a partir do contato com tartarugas
domesticadas existiu durante muito tempo, porém nos anos 60 os casos de salmonelose
associada a esses animais tiveram impacto na satde publica, pois ainda ndo havia sido bem
esclarecida (COHEN et al., 1980). A exposicao a repteis provocou cerca de 70.000 casos de
salmonelose em humanos nos Estados Unidos (MERMIN et al., 2004).

Em um estudo clinico realizado na China, foi detectado Salmonella Pomona em
tartarugas de orelhas vermelhas exéticas, mostrando que a cepa da bactéria apresenta risco para
a saude publica, pois apresenta alta patogenicidade e capacidade de transmissdo para outros
animais e humanos (GONG et al., 2014). Nos Estados Unidos, o sorovar Kentucky tem sido
emergente e apresentou significante para a saide publica, pois foi descrito em diversas espécies
de répteis (cobras, camaledes, lagartos), além da sua associagdo com o meio ambiente (FARIAS
etal., 2015).

O consumo de répteis € um meio que oferece risco a saude de quem o faz, como a
possibilidade de infeccdo por Salmonella, bem como outros agentes patogénicos. Cerca de 50%
dos repteis possuem essa bactéria e seu trato gastrointestinal e sdo assintomaticos para
salmonelose. Casos de salmonelose humana foram descritos no Japéo a partir do consumo de
visceras e carne de tartaruga-de-casco-mole (KLEIN et al., 2007; MAGNINO et al., 2009).

Um surto de salmonelose, causado pela Salmonella Muenchen, foi descrito em pessoas
da comunidade do Territorio Norte da Australia em 2017. O caso ocorreu quando um grupo de
pessoas ingeriu carne de uma tartaruga verde. O animal foi preparado em sua prépria carapaca,
durante o preparo foi observado que sua gordura e o figado possuiam coloracéo escurecida antes

do cozimento. Os 6Orgéos e a carne foram ingeridos ainda ndo totalmente cozidas, dezesseis
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pessoas se alimentaram desse conteudo e o restante foi guardado e recozido para alimentar os
outros familiares, todas as pessoas adoeceram (DRAPER et al., 2017).

A tartaruga foi capturada enquanto realizava a desova, o0 que ja era um fator de estresse
que possivelmente proporcionou a liberacdo de Salmonella pelo animal, outro fator que
colaborou para que o caso ocorresse foi 0 mal cozimento da carne e visceras do animal, além
da coloracdo alterada dos 6rgéos, o que evidenciava a doenga no animal, e a ma refrigeracdo da
carne antes e ap0s o consumo, afetando as pessoas que consumiram o animal (DRAPER et al.,
2017).
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4. METODOLOGIA

4.1. Local e periodo de realizacdo do projeto

As atividades foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Microbiologia e do
Laboratorio de Biologia Molecular e Sorologia do Instituto da Saide e Producdo Animal, na

Universidade Federal da Amazodnia, durante os anos de 2017 a 2019.

4.2. Amostras utilizadas

Todos os procedimentos atenderam as exigéncias éticas e cientificas fundamentais
contidas nas Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFRA), sob protocolo namero 012/2017 e pelo Sistema de Autorizacéo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), sob nimero 57885-2 pertencentes ao projeto
“Morfologia digestoria, composi¢do quimica, rendimento de carcaga e sanidade de muguas
(Kinosternon scorpioides Linnaeus, 1766) de vida livre” (Anexo A).

As amostras analisadas foram provenientes de vinte muguas de vida livre capturados no
municipio de Cachoeira do Arari, na Ilha de Marajé (figura 5), no més de outubro de 2017,
durante o periodo de seca. Para a captura foi utilizado o puca, o transporte dos animais foi

realizado na densidade de 1 animal por caixa de transporte (25x20x15 cm).
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Figura 5. Mapa dos pontos de coleta dos muguas (Kinosternon scorpioides scorpioides) no
municipio de Cachoeira do Arari.
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Fonte: Arquivo pessoal

Para a obtencéo das fezes, os animais foram submetidos a insensibilizagdo que consistiu
em colocar os individuos em um recipiente com agua e pedacgos de gelo a uma temperatura de
5°C e deixa-los nesse ambiente durante 45 minutos e posteriormente submetidos ao abate de
acordo com os procedimento adotados por Silva Neto (1998) para a Tartaruga da Amaz6nia,
do qual foi realizada a sec¢éo da cabeca. Em sequéncia o plastrdo foi separado da carapaca nas
pontes com auxilio de uma serra giratoria elétrica. Apés a abertura, o sistema digestério do
animal foi completamente retirado e foram coletadas 20 amostras de fezes, do intestino grosso

e delgado (figura 6).
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Figura 6. Intestino de Kinosternon scorpioides scorpioides, apds a realizagio do abate. A
esquerda (estrela) porcdo do intestino grosso apresentando parasita intestinal e a direita (seta)

porc¢éo do intestino delgado apresentando contetdo fecal.

Fonte: Andréa Bezerra

4.3. Isolamento em meio de cultura

As fezes retiradas diretamente do intestino delgado e grosso foram inoculadas
separadamente em placas com agar MacConkey e incubadas em estufa bacterioldgica por 24
horas a 37°C, para observagao do crescimento bacteriano.

Apds o crescimento e a leitura das placas, um pool de colénias de cada amostra foi
inoculado em 1 mL de caldo Mueller-Hinton em duplicata e incubados durante 24 horas a 37°C
em estufa bacterioldgica, ap6s o periodo de incubacdo as amostras foram acondicionadas em
ultrafreezer a -80°C.

4.4. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada por meio da técnica de digestdo por
proteinase K seguida por fenol-cloroférmio (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), a partir de um
pool de coldnias bacterianas, obtidas a partir da inoculagdo em meio de cultura. O DNA extraido
foi acondicionado a -20°C até a realizacdo da PCR.
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4.5. Execucdo da técnica de PCR

Os oligonucleotideos utilizados, assim como o processo de amplificacdo, tiveram como
base o estudo realizado por Rahn et al (1992) (quadro 1). A amplificacdo foi realizada no
aparelho BioRad CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad®) e seguiu o
protocolo de temperaturas de 94°C durante 5 minutos, 94°C durante 1 minuto, 59°C durante 1
minuto, 72°C durante 1 minuto, totalizando 35 ciclos e extens&o final a 72°C durante 7 minutos.
A visualizagdo das bandas foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corados
com SYBR® Safe Gel Stain (Invitrogen®).

Quadro 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para deteccao de Salmonella spp.

Gene Produto )
Patdgeno Sequéncia (5°-3°) . Referéncia
Alvo Amplificado
Salmonella | A SalF: GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 0b Rahn et al
inv
spp. SalR: TCATCGCACCGTCAAAGGAACC P (1992)

4.6. Purificacdo, quantificacdo e sequenciamento de DNA

As amostras positivas para a bactéria do género Salmonella foram encaminhadas para o
laboratério Myleus Facility (Myleus Facility, Minas Gerais, Brasil), onde foram purificadas
(enzima de purificagdo ExoSAP-IT™) quantificadas (equipamento Qubit e kit dSDNA BR) e
sequenciadas pelo método de Sanger (equipamento ABI3730, kit de sequenciamento BigDye
V3.1).

A qualidade das sequéncias geradas foi analisada em software (Sequence Analysis v6),
assim como a montagem dos contigs (SeqScape™ v3.0). A identificagdo dos contigs foi

realizada por meio de BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/) em seus parametros padrdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de fezes retiradas do intestino, 10% (2/20) apresentaram positividade para
a deteccdo de Salmonella enterica enterica, sendo elas provenientes do intestino grosso. N@o
houve positividade nas amostras de fezes do intestino delgado, mas sabe-se que répteis séo
portadores naturais desse microrganismo, e que a liberacéo de bactérias do género Salmonella
pode ocorrer de forma intermitente, sendo o estresse um fator que influencia na maior liberacéo
da bactéria (MERMIN et al., 2004; EBANI; FRATINI, 2005; LOPES, 2008).

A baixa prevaléncia de Salmonella em répteis, também foi encontrada por Lukac,
Pedersen e Prukner-Radovcic (2015), que realizaram um estudo em animais de cativeiro. Os
autores afirmam que isso pode ocorrer devido a alta variabilidade nas formas de liberacéo desse
patdgeno, considerando que a liberagcdo pode ocorrer de forma intermitente, ou seja, resultados
negativos nao implicam na auséncia da bactéria no animal.

Oliveira (2013) realizou o diagndstico de Salmonella utilizando a técnica de isolamento
bacteriano em cagados-de-barbicha (Phrynops geoffroanus) e também encontrou baixa
prevaléncia do patdégeno nos animais, com somente 16,6% (5/30), dos quais foram isolados 0s
sorotipos S. Tennessee, S. Mbandaka e S. Oranienburg. Almeida (2015) utilizou a mesma
técnica obtendo o isolamento de Salmonella a partir de suabes cloacais de muguds e teve como
resultado 9,8% (5/66) de positividade para a bactéria.

Back et al (2016) analisaram amostras de diversas espécies de queldnios (Ocadia
sinensis, Trachemys scripta scripta, Pseudemys concinna concinna, Pelodiscus maackii,
Chrysemys picta belli e Sternotherus odoratus) criadas em cativeiro para a pesquisa de
Salmonella spp. pelo método microbiol6gico e molecular. Nos Sternotherus odoratus, que sdo
pertencentes a familia Kinosternidae, ndo foi detectada a presenca do patdgeno por nenhum dos
métodos, porém os outros queldnios que apresentaram positividade para a bactéria, estavam
infectados por Salmonella enterica, tendo diagndstico confirmado por sequenciamento a partir
de 16S RNA.

Outros autores também realizaram estudos em animais da familia Kinosternidae, dentre
eles Lopes (2008) realizou a andlise de suabes cloacais de 200 répteis de cativeiro e encontrou
positividade em 35,5% (71/200) das amostras, porém para os animais que faziam parte da
familia Kinosternidae (Kinosternon scorpioides) somente um apresentou positividade para
Salmonella enterica houtenae.

Ja no estudo de Duque e Giraldo (2008), foram utilizadas amostras de fezes de 110

queldnios semiaquaticos na Colémbia, os autores obtiveram 34,5% (38/100) de positividade
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para Salmonella enterica das amostras que foram analisadas. Das 38 amostras positivas, 20
delas eram pertencentes a espécie Kinosternon dunni, correspondendo a 52,6% (20/38) das
amostras.

Quanto aos queldnios de vida livre, a infeccdo por Salmonella tem sido pouco descrita.
Morais et al (2011) encontraram somente um caso da detecgcdo de Salmonella em P. expansa e
P. unifilis de vida livre, esse fato pode ocorrer, pois em vida livre os animais sofrem menos
estresse quando comparados aos animais de cativeiro, podendo proporcionar a menor liberagdo
do agente animal (SAELINGER et al., 2006). Fator que pode justificar a baixa prevaléncia da
deteccdo do patdgeno neste estudo.

Marin et al (2013) em um estudo realizado na Espanha identificaram prevaléncia de
11% de Salmonella spp. em tartarugas de vida livre, entre espécies exoticas e nativas. Ja Gaviria
et al (2018) realizou um estudo em Uruba, Colémbia, em espécies de cagados de cativeiro (55
animais) e vida livre (50 animais), dentre elas: Trachemys venusta, Rhinoclemmys
melanosterna e Kinosternon leucostomum. A partir da analise das amostras e constatou baixa
prevaléncia em animais de cativeiro [1,9% (2/105)] da espécie (Rhinoclemmys melanosterna)
e a auséncia de deteccdo de Salmonella nos animais de vida livre.

O contato com quel6nios pode ocorrer por meio do consumo ou da utilizacdo desse
animal como pet exdtico, mesmo que esses individuos eliminem pequenas quantidades da
bactéria, ainda ha um risco de infeccdo para os humanos por serem potenciais reservatorios, ja
que ha possibilidade da liberacdo de sorotipos patogénicos (DUQUE; GIRALDO, 2008;
GAVIRIA et al., 2018).

Esse risco de infec¢do para o homem foi demonstrado por Cohen et al (1980) quando
realizaram um estudo nos Estados Unidos e comprovaram que a maioria dos casos de
salmonelose nas criangas sujeitadas a pesquisa, ocorreram devido a sua proximidade com 0s
animais que também eram acometidos pela enfermidade, circunstancia corroborada também
por Harris et al (2010), que afirmaram que cerca de 6% das infecgdes por Salmonella em
humanos, ocorrem em virtude do contato direto ou indireto com répteis.

O consumo de queldnios ocorre em diversas partes do mundo, como nos Estados
Unidos, na India, em paises do continente Asiatico e regides da Amazonia. As comunidades
Aborigenes também costumam se alimentar de quelénios, pois a legislacdo permite que a caca
seja realizada (DRAPER et al., 2017; SHERWOOD, 2017). Na China, um quel6nio bastante
consumido € a tartaruga-de-casco-mole, cerca de 91 milhdes de tartarugas dessa espécie sao

produzidas para o consumo humano por ano (ZHANG et al., 2016).



28

O contato com 0 mugud é bastante realizado pelas comunidades ribeirinhas e urbanas,
pois este possui uma boa qualidade de carne, além disso outros subprodutos desse animal pode
ser obtidos (CASTRO, 2006), porém ja que os queldnios de forma geral possuem esses agentes
na sua microbiota natural e pode libera-lo de forma intermitente, esses animais podem
apresentar positividade para Salmonella sem que necessariamente esteja com um quadro
infeccioso de salmonelose, apresentando risco para a salude humana, em virtude da
possibilidade de liberacdo de cepas patogénicas (GAVIRIA et al., 2018).

Dessa forma, mesmo que neste estudo tenha-se encontrado baixa prevaléncia, deve-se
ficar atento tanto ao contato direto quanto ao contato indireto com esses animais, visto que em
algumas regides, os queldénios sdo consumidos, como por exemplo, pelos ribeirinhos
localizados na llha de Marajo e também em outras regides do Estado do Pard, além da escassez

na pesquisa de Salmonella em mucuds da regiao.
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6. CONCLUSAO

A deteccao de Salmonella em mucud de vida livre indica a ocorréncia do patdgeno em
animais dessa espécie na regiao da llha de Marajd, sugerindo o risco de infeccdo em humanos,
seja a partir do habito de consumo do animal ou pela criagdo como animal de estimacéo ou até

mesmo de forma indireta por meio de fomites.
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