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Resumo- No Brasil, uma das espécies mais criadas em cativeiro € a Crotallus durissus terrificcus, popularmente
conhecida como cascavel, sendo os cativeiros de serpentes, locais propicios para desenvolvimento fungico. O
estudo teve com o objetivo isolar e identificar as classes e/ou géneros de fungos em escamas de cascavéis
criadas em cativeiro dentro de uma universidade particular no Vale do Paraiba. A coleta foi realizada na regiao
dorso-ventral de 20 cascavéis com auxilio de um “swab” estéril embebido em solucéo fisioldgica estéril. Apos a
coleta, realizou-se o método de “Pour-plate” em agar Sabouraud mais cloranfenicol e incubagdo a temperatura
ambiente, durante 10 dias. Em seguida, as colbnias fungicas foram isoladas em agar Batata, de onde se
realizou o microcultivo em lamina, ocorrendo a identificacdo macroscopica e microscopica dos fungos. Os
resultados obtidos demonstraram que 80% das amostras foram positivas para fungos filamentosos. Os fungos
isolados com maior freqiiéncia foram, respectivamente, Aspergillus spp.(25%), Penicillium spp.(20%), Pestalotia
spp.(5%), Acremonium spp.(5%), Zigomicetos (5%) e Dermatdfitos (5%). Os resultados despertam interesse no

conhecimento e controle da microbiota fangica em cativeiros de serpentes, para prevencdo de micoses.
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Area do Conhecimento: Microbiologia.
Introducao

A serpente Crotallus durissus terrificcus
conhecida como cascavel, € uma das espécies
mais criadas em cativeiro no Brasil, caracteriza-se
por cabeca triangular, um par de fossetas loreais,
olhos pequenos com pupilas em fenda, escamas
sobre a cabeca e dentes inoculadores de veneno
(solendglifa). Na porcdo terminal da cauda
encontra-se o guizo ou chocalho, caracteristica do
género. Esta espécies € encontrada em regides
secas e pedregosas, ndo sendo encontrada em
florestas e matas umidas (PIRES, 2004).

Em cativeiro, esta serpente encontra um
ambiente imido, morno, ventilado e convivem com
outros animais (NICHOLS et al., 1999); (MILLER
et al, 2004); (BORGES, 2001). Estas
caracteristicas favorecem a contaminacdo dos
cativeiros com fungos filamentosos, dos quais
fungos oportunistas de origem ambiental tém sido
identificados como causadores de micoses em
serpentes (MILLER et al., 2004); (BERTELSEN et
al., 2005). Muitos destes fungos sdo considerados
microrganismos da microbiota normal de répteis
em cativeiro (PARE et al., 2003).

Doengas micoéticas tém sido devastadoras para
as serpentes, tem sido sugerido que estresse
associado com captura e transporte,
aglomeramento, variacdo de temperatura, nutricdo

pobre e histérico de doencga flngica séo fatores
gue contribuem para a infecgdo (BERTELSEN et
al., 2005).

Fungos considerados saprofitos tém sido
relatados como agentes etioldgicos de micoses em
serpentes. A espécie Aspergillus spp. foi
encontrada em lesdo pulmonar de uma fémea de
anaconda (Euncectes murinus) nascida em
cativeiro (MILLER et al., 2004). As espécies
Trichophyton spp., Verticillum spp., Alternaria spp.,
Chrysosporidium anamorfo de Nannizziopsis
vriesii, Sporothrix schenchii, Pestalotia pezizoides
e Paecilomyces spp., foram relatados como
agentes causadores de micose cutanea em
serpentes (MILLER et al., 2004); (BERTELSEN et
al., 2005); (CHEATWOOD et al., 2003); (NICHOLS
et al., 1999). Casos de envolvimento de tecidos e
orgédos internos também foram relatados como
agentes flngicos as espécies Sporothrix schenchii,
Pestalotia  pezizoides, Paecilomyces  spp.,
Zigomicetos e Fusarium spp. (CHEATWOOD et
al.,, 2003); (KAPLAN et al., 1983); (HOLZ et al.,
2000).

Devido a contaminacdo e a proliferacdo de
fungos filamentosos sapréfitos em cativeiro de
serpentes, estes casos vem ganhando destaque
na literatura, pois normalmente doencas micoéticas
em serpentes podem ser fatais. O presente
trabalho objetivou identificar as classes ef/ou
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géneros de fungos filamentosos em escamas de
20 cascavéis criadas em cativeiro de uma
universidade particular do Vale do Paraiba.

Materiais e Métodos

As amostras foram coletadas de 20 serpentes
da espécie Crotallus durissus terrificcus nascidas e
criadas em cativeiro. Destas 20 serpentes, 11
eram animais adultos e 9 eram filhotes, das quais
todas apresentavam escamas saudaveis. No
solario (ambiente externo) ficavam 10 animais
adultos e 1 serpente adulta estava em quarentena.
Todos os filhotes eram mantidos dentro de
aqudrios perfurados na porgdo superior.

FIGURA 1- Dados em UFC/mL de cada amostra
positiva.

A coleta foi feita nos dias 29 e 30 de marco de
2005. Para a coleta das amostras, imobilizou-se as
serpentes e com o “swab” embebido em solucéo
fisiologica estéril a 0,85% fez-se a coleta passando
0 “swab” sobre as escamas na dire¢do dorso-
ventral da regido central do corpo do animal.
Retornou-se o “swab” para o tubo de tampa de
rosca com a solucéo fisioldgica.

Apbs a coleta, realizou-se a técnica de Pour
Plate em agar Sabouraud-Dextrose (DIFCO) mais
cloranfenicol. Em placas de Petri foi pipetado 1mL
do indculo primario e derramado 20 mL do meio de
cultura &  45-50°C, esta  mistura foi
homogeneizada. Apés a solidificacdo dos meios
de cultura, as placas foram incubadas a
temperatura ambiente durante 7 a 10 dias. Nas
placas que apresentaram crescimento incontavel
de colbnias fungicas, fez-se diluicbes de 1:10 e
1:100 do in6culo primério e realizou-se a técnica
de Pour-Plate.

Decorrido o tempo de incubacgédo, as coldnias
de fungos filamentosos foram contadas através do
contador de colbénias (PHOENIX) e representadas
por Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por
mililitro  (mL).  Selecionou-se as col6nias
predominantes de cada placa e fez-se o repique
destas em tubos com agar Batata-Dextrose
(DIFCO) para obtencéo de culturas puras isoladas.
Os tubos foram incubados a temperatura ambiente
durante 7 a 10 dias.

Apdés o crescimento dos fungos isolados,
anotou-se as caracteristicas das colbnias, como
coloracdo, textura e topografia para auxilio na
posterior identificacdo macroscépica.

Fez-se o0 microcultivo em lamina dos fungos
isolados, em que estes foram repicados em quatro
regides do bloco de 1cm® de 4gar Batata-Dextrose

ApOs o crescimento dos fungos, a laminula foi
retirada e colocada sobre uma lamina limpa com
uma gota de azul de lactofenol. O preparado foi
aquecido até liberar bolhas. Apos este
procedimento, a lamina foi vedada com esmalte
incolor e observada ao microscépio 6ptico. As
hifas e corpos de frutificacdo observados foram
fotografados e as caracteristicas anotadas para
posterior identificagdo microscopica.

Resultados

Das 20 amostras coletadas, 80% apresentaram
positividade para fungos filamentosos. Fez-se a
contagem das colbnias fangicas das amostras
positivas para a diluicdo de 1:10, exceto para a
amostra 9 em que a contagem foi feita para a
diluicdo de 1:100 e para as amostras 2,4,5,6 e 7
a contagem foi feita com as placas dos indculos
primarios (FIGURA 1).

FIGURA 1- Dados em UFC/mL de cada amostra
positiva.
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Dos 20 fungos filamentosos, que foram
isolados e identificados através das caracteristicas
macroscopicas e microscOpicas, obteve-se 4
géneros diferentes, 1 Zigomiceto e 1 Dermatofito
(FIGURA 2).

FIGURA 2- Dados percentuais dos fungos isolados.
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e coberto com uma laminula. A lamina com o
bloco de agar foi armazenada em uma placa de
Petri sobre duas varetas. Na placa havia gaze
umedecida com &agua destilada estéril, para
manter o ambiente Umido. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente de 9 a 15 dias.
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Discusséo

De acordo com os resultados obtidos com a
contagem das colbnias, este estudo ndo apresenta
referéncias em que pode-se comparar o niamero
de colbnias e espécies prevalentes na microbiota
normal de serpentes em cativeiro.

Pode-se observar que os fungos filamentos
identificados sdo fungos sapréfitos, sendo
comumente isolados do solo, fezes de animais,
vegetais, matéria organica em decomposicéo, ar
atmosférico e animais, mas existindo fatores
predisponentes, estes podem se tornar
patogénicos levando a quadros graves de micoses
que podem ser fatais (LACAZ; PORTO; MARTINS,
1991).

Neste estudo foi observado a prevaléncia do
género Aspergillus spp. (25%), o qual é um fungo
bastante comum presente no solo, detritos
vegetais, ar atmosférico e lesdes humana e
animais (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991). Este
€ considetado agente oportunista por exceléncia.
Miller et al. (2004) isolaram este género de lesdes
pulmonares de uma anaconda nascida e criada
em cativeiro, a qual esta ja havia apresentado
historico clinico de infec¢do mic6tica cutanea.

O segundo achado mais prevalente foi o fungo
do género Penicillium spp. (20%), porém este nao
apresenta referéncia na literatura de colonizacéo
ou infeccdo em serpentes.

O género Pestalotia spp. (5%) encontrado foi
descrito por Cheatwood et al. (2003) como agente
causador de estomatite, dermatite granulomatosa,
oftalmite com envolvimento subjacente da
musculatura e outros tecidos moles em necropsia
de trés cascavéis da espécies Sistrurus miliarius
basbouri.

InfecgBes micoticas causadas por Zigomicetos
foram observadas em cortes histolégicos da pele
de serpentes e em infec¢bes disseminadas com
envolvimento subcutdneo e tecidos viscerais em
serpentes criadas em cativeiro por Miller et al.
(2004) e Kaplan et al. (1983), respectivamente.
Esta classe foi identificada em 5% dos isolados.

Em nossos isolados foram identificados 5% de
dermatdfitos, em que este € reponsavel por
micoses superficiais bastante comuns em animais
em cativeiro, como descrito por Miller et al. (2004)
em amostras de pele, o qual foi identificado o
género Trichophyton spp.

O género Acremonium spp. encontrado em 5%
dos isolados é um fungo amplamente distribuido
na natureza, entretanto ndo foi encontrada
referéncias de colonizagdo ou infeccdo em
serpentes.

Os 35% dos fungos isolados nédo foi possivel a
identificacdo, sugere-se que este resultado
encontrado ocorreu devido a dificuldade na
identificagdo dos corpos de frutificacdo de fungos
filamentosos saprofitos.

Concluséo

Com base nos resultados encontrados na
microbiota flngica das serpentes, foi possivel
observar a importancia na identificacdo desses
fungos filamentosos considerados saproéfitos que
em condi¢cbes predisponentes podem levar a
quadros de infeccbes fungicas que podem ser
fatais.

O conhecimento da microbiota flngica
encontrada em serpentes criadas em cativeiro é
importante para a realizacdo do controle desta
microbiota, afim de se evitar infec¢gBes fungicas,
como a desinfec¢@o do ambiente e isolamento das
serpentes doentes, e tratamento adequado dessas
infeccdo quando presentes.
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