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RESUMO

A cadeia produtiva do Caiman yacare tem-se destacado no Mato Grosso com a exportacdo de 143.386
peles em 2015, cujo sistema de manejo (ranching) implica a incubacdo artificial dos ovos. Nesse
processo, a contaminagdo bacteriana de ovos influencia a taxa de eclosdo. O conhecimento da microbiota
de ovos incubados naturalmente orienta 0 manejo sanitario adequado no incubatério. No presente estudo,
sdo apresentadas informacfes sobre essa microbiota e sua correlacdo com a de outros crocodilianos,
apontando-se as espéecies com potencial patogénico. Amostras de 20 ninhos de C. yacare foram coletadas
e semeadas em &gar sangue e agar Mac Conckey. A colbnia condizente com Salmonella sp. foi
confirmada pela técnica de reacdo em cadeia de polimerase. Das 22 espécies bacterianas isoladas, 59%
pertencem a familia Enterobacteriaceae e 41% a outros taxons bacterianos. A semelhanga dos achados
com as bacterias isoladas na microbiota oral e/ou intestinal/cloacal de crocodilianos foi de 77,27%. As
bactérias mais e menos frequentes foram, respectivamente, Bacillus cereus, Flavobacterium multivorum,
Citrobacter freundii, Escherichia hermannii, Hafnia alvei, Morganella, morganni, Salmonella sp.,
Serratia marcescens e Shigella sonnei. Das bactérias isoladas, 86,36% tém potencial patogénico para
crocodilianos. A origem materna e a ambiental da microbiota de ovos incubados naturalmente s&o,
respectivamente, de 77,27% e 27,27%.

Palavras-chave: ranching, criacdo comercial, enterobactéria, microbiota, ninho
ABSTRACT

The Pantanal caiman productive chain has grown in Mato Grosso with the exportation of 143.383 leather
pieces in 2015, whose management system (ranching) implies the artificial incubation of eggs. In this
process, the bacterial contamination of the eggs influences the hatching rate. Knowledge of the naturally
incubated microbiota of eggs guides the appropriate sanitary management in the incubator room. Here
we present information about this microbiota and correlate it with that of other crocodilians, indicating
the species with pathogenic potential. Samples were collected in 20 nests at Pantanal, and sown in blood
and Mac Conckey agar. Salmonella sp. was confirmed through polymerase chain reaction technique.
From the twenty-two different species of bacteria isolated, 59% are from the Enterobacteriaceae Family
and 41% from other bacterial taxonomies. The similarity of findings to isolated bacteria in the
crocodilians oral and/or intestinal/cloacal microbiota was of 77,27%. The most and least frequent
bacteria were, respectively, Bacillus cereus, Flavobacterium multivorum and Citrobacter freundii and
Escherichia hermannii, Hafnia alvei, Morganella, morganni, Salmonella sp., Serratia marcescens and
Shigella sonnei. Among the isolated bacteria, 86,36% are pathogenic for crocodilians. The maternal and
environmental origin of the microbiota of eggs naturally incubated is, respectively, of 77,27%
and 27,27%.
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INTRODUCAO

Caiman vyacare Daudin, 1802 (jacaré-do-
pantanal) é wuma das seis espécies de
crocodilianos que ocorrem no Brasil (Costa e
Bérnils, 2014), cuja cadeia produtiva tem
alcancado grande destaque econémico no estado
do Mato Grosso (Oliveira et al., 2015) com a
exportacdo de 143.386 mil peles em 2015
(Brasil, 2015b). No Brasil, o sistema de manejo
de crocodilianos, denominado ranching, é um
dos sistemas autorizados pelos érgdos ambientais
competentes, sendo o mais implementado, e
consiste na coleta de ovos ou filhotes na
natureza, na incubacgdo artificial dos ovos e na
recria dos jovens (Brasil, 2015a).

Apesar de a presenca de bactérias em ninhos de
crocodilianos facilitar a eclosdo dos ovos durante
o final do processo de incubacdo, devido a agdo
de écidos resultantes do metabolismo bacteriano
sobre a camada externa do ovo (Ferguson, 1981),
na incubacéo artificial, o0 manuseio inadequado
dos ovos no momento da coleta pode levar a
contaminagdo por bactérias e fungos (Bassetti e
Verdade, 2014). Em ovos com irregularidade na
formacdo da casca calcaria (Fernandez et al.,
2013), a contaminacdo durante esse processo é
considerada a principal causa de morte
embrionaria. As bactérias isoladas da casca de
ovos de crocodilianos de cativeiro ou em ovos
ndo eclodidos, cujo contetido estava contaminado
(Peuker et al., 2005), também foram descritas na
microbiota cloacal de crocodilianos
(Huchzermeyer et al., 2000; Lovely e Leslie,
2008; Silva et al., 2009; Johnston et al., 2010).
Essa microbiota cloacal pode estar ligada a
microrganismos presentes no sistema digestdrio
(Ferreira Janior et al., 2009; White et al., 2011;
Benites et al., 2013; Chiacchio et al., 2014) e,
assim como a microbiota ambiental, pode ndo sé
comprometer o desenvolvimento do ovo, mas
também desencadear alteragfes clinicas em
crocodilianos (Huchzermeyer, 2003; Paré et al.,
2006; Yoon-Seok et al., 2011; Oliveira et al.,
2015).

Pouco se sabe a respeito do mecanismo pelo qual
as bactérias agem, bem como sobre a
composicdo dessa microbiota em ovos de
crocodilianos, tanto em condicBes de incubagdo
natural quanto artificial. Assim, para a realizacdo
de adequado manejo reprodutivo em cativeiro,
sd0 necessarias informagdes prévias sobre a
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microbiota de ovos em condic¢des de incubacédo
natural. A implementacdo de adequado manejo
sanitario durante a incubacéo artificial minimiza
a contaminagdo dos ovos por bactérias,
sobretudo pelas potencialmente patogénicas, as
quais comprometem o  desenvolvimento
embrionario.

No presente estudo, foi realizada a caracterizacdo
da microbiota de ovos de Caiman yacare
registrada no momento da coleta, previamente a
incubacéo artificial, com o objetivo de inferir a
origem dessa microbiota. Além disso, a
microbiota registrada foi correlacionada com a
microbiota de outros crocodilianos e/ou outros
répteis, a fim de sinalizarem-se as espécies
bacterianas com algum potencial patogénico.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em uma area do Pantanal
Norte, localizada no municipio de Poconé, em
abril de 2011 (conforme aprovacdo pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal; Cepa/UFMT,
protocolo 23108.044293/10-8). A propriedade
realiza a coleta e a incubacdo artificial de ovos
destinados & criacdo comercial, sendo coletados
aleatoriamente neste estudo 20 ninhos. Apdés a
abertura dos ninhos, as amostras microbiolégicas
foram obtidas da superficie exposta dos ovos por
meio de suabe. Foram acondicionadas em meio
de transporte (meio de Stuart), resfriadas a
aproximadamente 4°C em recipiente isotérmico e
transportadas para O processamento, ndao
excedendo o periodo de 24 horas até a semeadura
(Quinn et al., 2001).

O material coletado foi semeado em 4gar sangue
e agar Mac Conckey para a identificacdo de
bactérias, sendo incubado em ambiente aerébico
e anaerdbico a 37°C e observado a cada 24h, por
até 72 horas. Apo6s a observagdo do crescimento
bacteriano, as col6nias foram identificadas de
acordo com suas caracteristicas morfotintoriais e
provas bioquimicas (Quinn et al., 2001). A
colénia condizente com Salmonella sp. foi
confirmada por meio da técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), sendo a extragdo
realizada segundo a técnica de fervura-
centrifugacdo descrita por Soumet et al. (1994) e
a PCR conforme Suh e Song (2005), utilizando-
se um par de primers que originam produtos de
amplificacdo de 298 pb correspondente ao gene
invA.
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A frequéncia das bactérias isoladas foi calculada
de forma percentual, de acordo com o nldmero
total de ninhos coletados. A ocorréncia de uma
espécie em um ninho correspondeu a 5%.

RESULTADOS

Todas as amostras de ovos de Caiman yacare
oriundas dos 20 ninhos naturalmente incubados

obtiveram  crescimento  bacteriano.  Foram
isoladas 22 diferentes espécies, sendo quatro
delas identificadas em nivel de género
(Salmonella sp., Acinetobacter sp., Alcaligenes
sp. e Streptococcus sp.). As espécies que
apresentaram maior frequéncia foram Bacillus
cereus (95%), Flavobacterium multivorum
(80%) e Citrobacter freundii (75%), sendo a
minima de 5% para as demais espécies (Fig. 1).
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Figura 1. Percentual de ocorréncia de bactérias com frequéncia maior ou igual a 5% nos 20 ninhos de

Caiman yacare, Poconé, 2011.

Em relacdo a classificagdo bacteriana, 59%
pertencem a familia  Enterobacteriaceae
(Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter agglomerans, Escherichia coli,
Escherichia hermannii, Hafnia alvei, Morganella
morganni, Proteus vulgaris, P. mirabilis,
Salmonella sp., Serratia liquefaciens, S.
marcescens e Shigella sonnei), 13,6% sdo
cocos Gram positivos (Streptococcus  sp.,
Staphylococcus aureus e  Staphylococcus
intermedius), 4,6% sdo bacilo Gram positivo
(Bacillus cereus,) e bacilo Gram negativo
(Aeromonas hydrophila) cada um e 2% se
classificam como bactérias Gram negativas nao
fermentadoras da glicose (Acinetobacter sp.,
Alcaligenes sp., Flavobacterium multivorum e
Pseudomonas stutzeri).
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A diversidade bacteriana observada em ovos de
Caiman yacare em comparacdo a outros
crocodilianos é apresentada na Tab. 1.

DISCUSSAO

A microbiota bacteriana encontrada nos ovos de
Caiman yacare foi bastante diversificada, em
virtude de sua dupla origem: organismo materno
e meio ambiente. Esse padrdo de diversidade
bacteriana é semelhante ao registrado na
microbiota cloacal de répteis, descrito na
literatura de forma genérica (Zancolli et al.,
2015) ou de acordo com taxon especifico, como
em cascavéis (Ferreira Janior et al., 2009);
lagartos comuns (White et al., 2011); jabutis-
piranga (Benites et al., 2013) e tartarugas-do-
ouvido-vermelho (Chiacchio et al., 2014).
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Tabela 1. Espécies bacterianas identificadas por meio de suabe da superficie de ovos de Caiman yacare
incubados naturalmente (OCy) comparadas as isoladas de diferentes regides (O = oral; CS = casca do
ovo; CO = contetdo do ovo; | = intestino ou conteldo intestinal; CL = cloaca) em diversas espécies de
crocodilianos de vida livre* e cativeiro**

ocy Caiman Alligator Crocodylus Crocodylus Crocodylus Osteolaemus Crocodylus
latirostris** ississippiensis: acutus* moreletti* niloticus* e ** tetraspis** johnstoni**
. Cs,v
Acinetobacter sp. Peuker et al., 2005
CL
CL O,CL O, CL Lovely e Leslie, cs. co
Aeromonas hydrophila Johnston et al.,  Charruau et al.,  Charruau et 2008 Peljker et al. 2005
2010 2012 al., 2012 Cco .
Rauf, 2015
cL :-Iuchzermeyer
Alcaligenes sp Charruau et al., etal., 2000 ¢s, co
) 2012 I 'I‘. Peuker et al., 2005
A. faecalis Alcaligenes
faecalis
O, CL CL
. Silva et al Lovely e Leslie ! ¢s
Bacillus cereus 2009 v 2008 ! Huchzermeyer Peuker et al., 2005
Bacillus sp. Bacillus subtilus etal., 2000 Bacillus sp.
CL O, CL (o] | cs. co
Citrobacter freundii Johnston et al., Charruau et al., Charruau et Huchzermeyer Peljker et al.. 2005
2010 2012 al., 2012 et al., 2000 .
O, CL Cs
Enterobacter aerogenes Silva et al., Peuker et al., 2005
2009
E. agglomerans :—iuchzermeyer COk |
etal., 2000 Peuker et al., 2005
CL
O, CL CL O, CL O, CL Lovely e Leslie, | cs. co
Escherichia coli Silva et al, Johnston et al., Charruau et al., Charruau et 2008 Huchzermeyer Petlker et al. 2005
2009 2010 2012 al., 2012 Cco et al., 2000 .
Rauf, 2015
E. hermanni
Flavobacterium ¢s
multivorum Peuker et al._, 2005
Flavobacterium sp.
CL CL
Hafnia alvei Johnston et al., Charruau et
2010 al., 2012
cL cs
Morganella morganni Johnston et al., Peuker et al.,, 2005
2010
CL CL |
Proteus mirabilis Charruau et al., Lovely e Leslie, Huchzermeyer
2012 2008 etal., 2000
CL O, CL CL cs. v
P. vulgaris Charruau et al., Charruau et Lovely e Leslie, !
’ 2012 al., 2012 2008 Peuker et al., 2005
CL
Pseudomonas stutzeri Iz_g(\llgly ¢ Lot e v
co Peuker et al., 2005
Rauf, 2015
CS, v
Peuker et al., 2005
N ! Salmonella
Salmonella sp. Silva et al, Huchzermeyer S
2009 etal,, 2000 fyphimurium,
” Salmonella arizona,e
Salmonella I11b
Serratia liquefaciens
cL o cs, v
S. marcescens .;%Tg)ston et al, ggfgruau et al, Peuker et al., 2005
O,CL CL
Shigella sonnei Silva et al, Charruau et al.,
2009 2012
(o] (o]
Staphylococcus aureus Charruau et al.,  Charruau et
2012 al. 2012
S. intermediuns
o |
Streptococcus sp. Charruau et al., Huchzermeyer
2012 et al.,_200_0
S. salivarius
Entre as bactérias isoladas da superficie de ovos crocodilianos (Huchzermeyer et al., 2000;
de C. vyacare, 17/22 (77,27%) ja foram Lovely e Leslie, 2008; Johnston et al., 2010;
identificadas (Tab. 1) como integrantes da Silva et al., 2009; Charruau et al., 2012). A
microbiota intestinal/cloacal e/ou oral de maior ocorréncia de espécies da familia
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Enterobacteriaceae pode justificar a similaridade
marcante entre crocodilianos de diferentes
regides, cuja composi¢do da microbiota intestinal
desse grupo possivelmente seja decorrente do
tipo de presa ingerida (Ferreira Junior et al.,
2009), o que levanta a hipotese de que a
similaridade da microbiota possa estar
relacionada a evolugdo de crocodilianos.

A semelhanca entre a microbiota intestinal e a do
ovo pode ser explicada, por um lado, pelas
relagcBes anatbmicas, em que segmentos distais
do intestino grosso e oviduto desembocam na
cloaca, criando a condigdo fisica para as
bactérias distribuirem-se pela superficie do ovo
(Bassetti e Verdade, 2014). Por outro lado, a mée
defeca no ninho durante a oviposicéo,
transferindo  para  esse  ambiente  0s
microrganismos presentes nas fezes
(Huchzermeyer, 2003). Além disso, a
dependéncia materna de substrato para a
confecgdo do ninho, oriundo do ambiente em que
ela esteja, torna a microbiota do substrato
potencialmente presente na superficie do ovo.

A transferéncia de microbiota entérica, seja pela
transferéncia dela para o ovo ao passar pelo
proctodeu, seja pela defecacdo da mae durante a
oviposi¢do (Huchzermeyer, 2003), ou quando
proveniente da matéria orgénica utilizada pela
fémea para a construgdo do ninho, deve ser
considerada,  respectivamente,  transferéncia
vertical e transferéncia horizontal (Singh et al.,
2014), como ja caracterizado para aves e outras
espécies animais (Funkhouser e Bordenstein,
2013). Segundo esses autores, a transferéncia
materna (vertical) de microrganismos a progénie
parece ser um fenémeno universal no reino
animal, como ja sinalizado por Singh et al.
(2014), que atribuem a origem materna e nédo
ambiental para a maior parte da microbiota de
ovos de geckos (Hemidactylus frenatus). Assim
como em outros répteis, a provavel via sdo os
orgdos genitais da fémea durante a oviposigdo,
embora esse mecanismo ainda ndo tenha sido
demonstrado. No entanto, considerando a
similaridade entre as espécies bacterianas
isoladas de ovos de C. yacare e as ja relatadas na
cloaca de outros crocodilianos, é possivel afirmar
que a origem dessa microbiota seja materna.

As espécies Flavobacterium multivorum e

Escherichia hermannii, embora tenham sido
isoladas, respectivamente, na microbiota das
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glandulas gular e paracloacal de Alligator
mississippiensis (Williams et al., 1990), também
foram isoladas em ovos de C. yacare. Esta
evidente que ha transferéncia dessa microbiota
glandular, durante os cuidados da mde na
construgdo e no fechamento do ninho (gular),
bem como eliminagdo de material glandular
(cloacal) juntamente com a oviposicdo, levando a
se questionar se a colonizacdo da glandula
paracloacal pela Escherichia hermannii ndo seja
secundéria a da microbiota intestinal.

Das bactérias que ndo pertencem a familia
Enterobacteriacea (41%), a espécie Bacillus
cereus, amplamente encontrada no ar, no solo e
na agua (Quinn et al., 2001), foi a mais frequente
(95%) em ovos incubados naturalmente de C.
yacare, mas a menos frequente, isolada do
sistema digestorio de Osteolaemus tetraspis
aparentemente sadios (Huchzermeyer et al.,
2000).

Das bactérias isoladas, 86,36% ja foram descritas
como patogénicas para crocodilianos (Schoeb et
al., 2002; Paré et al., 2006; Gairhe, 2007; Quinn
et al., 2001; Yoon-Seok et al., 2011), incluindo o
comportamento oportunista de contaminacdo de
ovos (Peuker et al., 2005; Rauf, 2015), e 27,27%
sdo comumente isoladas de amostras ambientais,
como &gua, solo e vegetacdo (Quinn et al.,
2001).

Muitos relatos atribuem o potencial patogénico
as espécies bacterianas ja isoladas da cloaca
e até mesmo aquelas de origem ambiental.
Huchzermeyer (2003) afirma que a microbiota da
cloaca pode ser responsavel por infec¢bes no ovo
durante a postura, por atravessar 0s poros da
casca e estabelecer-se em seu contedo, no
entanto Bassetti e Verdade (2014) afirmam
serem necessarias condi¢fes desfavoraveis
(manuseio inadequado e temperatura e umidade
altas) para haver a infeccdo do ovo por bactérias
e fungos. Peuker et al. (2005) relatam ainda ser
possivel a contaminagdo dos ovos no oviduto da
fémea, antes da postura, o que poderia ser
considerado como transmissdo vertical, a
semelhanga do que ocorre em aves, cuja origem
materna também é ressaltada por Funkhouser e
Bordenstein (2013) e Singh et al. (2014); ou
ainda, segundo Rauf (2015), a contaminagdo
pode ocorrer por microrganismos do ambiente,
seja em incubacdo natural (material do ninho),
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seja em artificial (vermiculita ou incubadora),
caracterizando a transmissdo horizontal.

Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii,
Enterobacter agglomerans, Hafnia alvei,
Morganella morganni, Serratia liquefaciens,
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus e
Streptococcus sp. ja foram isoladas do sangue de
Alligator mississippiensis doentes (Novak e
Seigel, 1986; Schoeb et al., 2002), de
Crocodylus johnstoni e Crocodylus porosus com
septicemia (Yoon-Seok et al., 2011), bem como
do sangue e dos 6rgdos de filhotes de Gavialis
gangeticus (Gairhe, 2007). Os mecanismos dessa
patogenia, em especial, na descricdo de como
essa microbiota se torna patogénica, seja para o
embrido seja para o animal eclodido (jovem ou
adulto), sdo pouco explorados, no entanto fatores
como temperatura e umidade altas (Ferguson,
1981), manuseio inadequado dos ovos (Bassetti e
Verdade, 2014) ou ovos irregularmente
calcificados (Fernandez et al., 2013) constituem-
se condicOes predisponentes que oferecem risco,
particularmente, de contaminagéo para 0S oVos.

CONCLUSOES

O crescimento bacteriano ocorreu em 100% dos
ninhos de Caiman yacare, em cuja superficie dos
ovos foram identificadas 22 diferentes espécies
de bactérias, sendo 59% pertencentes a
familia Enterobacteriaceae e 41% pertencentes a
outros diversos tdxons bacterianos. A microbiota
da superficie de ovos de Caiman yacare
incubados naturalmente foi semelhante (77,27%)
a de outras espécies de crocodilianos, de
diferentes localidades, cuja origem, descrita por
meio da microbiota oral e/ou cloacal/intestinal,
caracteriza a transferéncia vertical (origem
materna). Quanto as bactérias identificadas como
de origem ambiental, a transferéncia horizontal
foi de 27,27%. Das espécies bacterianas
identificadas na superficie de ovos de Caiman
yacare, 86,36% ja foram descritas como
potencialmente patogénicas para crocodilianos.
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