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RESUMO

Os jacarés sdo comuns na regido Amazonica, inclusive na area urbana de
Manaus. O proprio Campus Universitario da Universidade Federal do
Amazonas € habitado por no minimo duas espécies de jacarés. Com o
aumento da acdo antrépica na regido de Manaus, principalmente devido ao
desmatamento, esses vertebrados vém aumentando sua presenca no ambiente
urbano, mesmo em igarapés muito poluidos. A ocorréncia de jacarés na area
urbana resulta em contato maior com o0s seres humanos. Logo, conhecer a
microbiota bacteriana que est4d associada aos jacarés € importante para
determinar se estes animais poderiam albergar microrganismos patogénicos ao
homem e transmiti-los durante um possivel contato direto através da mordida
ou indiretamente através de seus excrementos. Este estudo visa avaliar se o
perfil microbiano destes animais foi alterado devido a grande poluicdo das
aguas do seu ambiente e se de alguma maneira a sobrevivéncia do jacaré
nestas areas poderia estar relacionado com a presenca de substancias
bioativas no sangue, protegendo-o contra diversos microrganismos
patogénicos.

1. INTRODUCAO

Os jacarés estdo no topo da cadeia alimentar e potencialmente
controlam as populagcées de suas presas. Eles podem desempenhar papel
relevante na ciclagem de nutrientes em alguns ambientes, pois suas fezes
favorecem o desenvolvimento de fitoplancton podendo até afetar o crescimento
de peixes.

Existem quatro espécies de jacarés na Amazbnia brasileira
Melanosuchusniger (jacaré-acu), Caimancrocodiluscrocodilus (jacaré-tinga) e
Paleosuchustrigonatus (jacaré-coroa) e Paleosuchuspalpebrosus (jacaré-
pagua) (CAMPOS, 2003), e duas destas sdo as mais frequentes nos igarapés
urbanos de Manaus, inclusive no campus universitario da UFAM. A maioria
destes igarapés sdo extremamente poluidos.

Com o crescimento do desmatamento em Manaus, 0S jacarés
passaram a viver em ambiente urbano, o que tem tornado frequente o contato
entre 0s humanos e estes animais, gerando riscos de acidentes e a morte
destes animais por retaliacdo. Em meio urbano, os mesmos vivem em
ambientes poluidos e a mercé de todo tipo de poluente quimico e bioldgico,
mas mesmo assim dificilmente ouve-se falar de jacarés mortos por este motivo
na cidade.

Os ferimentos causados por jacarés geralmente apresentam
laceracado extensa, sangramento copioso e infec¢cdes secundarias graves.
Devido ao potencial traumatico e capacidade de inoculacéo de microrganismos,
as mordidas de jacarés devem ser encaradas como ferimentos de alto
risco(CAMPOS NETO et al.,, 2013). A mordida de jacarés pode transmitir
microrganismaos, envolvendo patdgenos multiplos, tais como
Aeromonashydrophyla e Vibriovulnificus que causam infec¢cbes graves e que
podem compor a biota oral de jacarés(HADDAD Jr. et al., 2013).



Essa situacdo pode ser mais grave em ambiente aquatico urbano
poluido onde pode haver diversas bactérias patogénicas. No entanto, estes
jacarés aparentemente ndo sofrem nenhum tipo de doenca que tais bactérias
possam vir a causar. Baseado-se nisso, uma teoria possivel de investigacao
seria que o animal apresenta alguma substancia, com acao antimicrobiana
intensa, em seu sangue que o protege contra infeccdes num ambiente tao
inéspito. No mundo inteiro, pesquisas buscando encontrar novos
antimicrobianos para controlarmos melhor as infeccoes sdo de extrema
importancia.

Os antimicrobianos sdo drogas que tém a capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos ou causar sua destruicdo (SILVA, 2015). Um
grande problema no tratamento com antimicrobianos é o surgimento de
resisténcia a estes compostos, desta forma, a busca incansavel por novos
antibioticos torna-se uma premissa na area de novos farmacos.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

e Avaliar a biota microbiana com foco na taxonomia de bactérias
presentes em jacarés habitantes dos igarapés localizados no Campus
Universitario da UFAM, em Manaus/AM.

2.2. Especificos

¢ |solar e identificar bactérias totais da mucosa bucal e cloacal dosjacareés;

e Avaliar a variacdo na microbiota bacteriana entre de jacarés machos e
fémeas;

e Avaliar a relacdo entre o tamanho/idade com a microbiota bacteriana
dos jacarés;

e Caracterizar a atividade antimicrobiana de amostras de soro sanguineo
dos jacarés frente a microrganismos-teste causadores de patologias em
humanos.

3. JUSTIFICATIVA

Este animal, devido o desmatamentoconstante, tem sido empurrado
para o ambiente urbano e também para o Campus da Universidade, fazendo
com que eles tenham contato direto cada vez mais frequente com os humanos,
aumentando o risco de acidentes com 0S mesmos.

Um ponto de grande relevancia para os estudos deste trabalho &
gue os acidentes por jacarés sao pouco conhecidos. Os raros relatos apontam
o fato de a maioria dos ataques ser provocada por falta de cuidados quando da
aproximacéo desses animais ou por provocagao, o que se conhece sobre os
ataques de jacarés € que suas mordidas sao altamente infecciosas, podendo
levar a morte.

Pelas graves infeccbes que uma mordida de jacaré pode
desencadear um estudo mais avancado sobre a microbiota bacteriana desse
animal pode ajudar a desenvolver um tratamento com antimicrobianos mais
especificos, ja que assim poderemos saber com quais tipos de microrganismos



participam diretamente do processo infeccioso, facilitando o tratamento das
infeccbes bacterianas pelas mordidas de jacarés.

Um ponto que merece investigacdo é o fato de que os jacarés que
se encontram nos igarapés do Campus Universitario acabam migrando entre
os igarapés do Campus e os igarapés dos bairros adjacentes a Universidade,
gue possuem um alto grau de poluentes e contaminantes. Assim sendo, esses
animais acabam por levar para dentro da flora e da fauna do Campus
Universitario, agentes contaminantes que se alocam, muitas vezes, em seu
corpo. Isso pode representar um perigo para 0s outros animais que dividem o
mesmo ambiente que os jacarés no Campus, pois diferentemente dele, talvez
0S outros ndo tenham resisténcia a esses agentes patogénicos de origem
bacteriana.

Outro ponto de relevancia deste estudo é que estes animais vivem
em ambientes contaminados por acGes antropogénicas e ndo sofrem os efeitos
diretos de um ambiente tdo insalubre.

Assim sendo, por todos os fatores mencionados, este estudo
pretende conhecer a microbiota bacteriana de répteis, em especial de jacarés
da Amazobnia, e seus efeitos para a populacdo, desta maneira pretende
diminuir esta lacuna de informacdes sobre animais da regido amazonica.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram capturados cinco jacarés de espécies predominantes do
Campus Universitario da UFAM, através da técnica do laco a partir de um
cambdo, onde apo6s imobilizacdo do animal, foram retiradas as amostras da
mucosa bucal, material cloacal e sangue. Os materiaisforam armazenados em
caixa isotérmica e levada ao laborat6rio para o devido processamento.

4.2. COLETA DA AMOSTRA
4.2.1. MUCOSA BUCAL E MATERIAL CLOACAL

Com o auxilio de umswabforam retiradas uma amostra da mucosa
bucal e com outro swab o material da cloacados animais capturados. Estes
swabs foram imersos em tubos de cultura contendo Caldo Mueller-Hinton e
foram levados para o Laboratério de Controle de Qualidade Microbiana, no
Instituto de Ciéncias Biologicas, na Universidade Federal do Amazonas,onde
foram incubados a 37° C pelo periodo de 24 horas.

4.2.2. SANGUE

Com auxilio de uma seringa foram coletadas amostras contendo trés
mililitros de sangue de cada individuo, transferidos para tubos de coleta,
acondicionados em caixas isotérmicas e depois levados para o Controle de
Qualidade Microbiana, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, na Universidade
Federal do Amazonas, onde foram devidamente processadas.



4.3. ISOLAMENTO DA MICROBIOTA BACTERIANA TOTAL (BUCAL E
CLOACAL)

Apos o periodo de incubacéo, o crescimento bacteriano em caldo foi
diluido sucessivamente até 101° onde 100 pL de cada diluicdo passoupela
técnica de isolamento por “spread-plate” no meio de cultura Agar Sangue e
voltaram a ser incubados novamente a 37° C pelo periodo de 24 horas.

Apos este periodo foram seguidos os protocolos tradicionais de
isolamento e purificagédo das colonias formadas.

4.4. IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Os microrganismos ja isolados seguiram para 0 processo de
identificacdo através de métodos fenotipicos tradicionais, pelas caracteristicas
morfo-tintoriais como Grame presenca de esporos, conforme preconizados por
Holt et al. (1994).

4.5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO SORO SANGUINEO DOS JACARES

Devido os entraves inerentes a mudanca do Laboratério antigo para
as novas instalacdes do Laboratério de Controle de Qualidade Microbiana, tais
como a reativagdo dos microrganismos-testes, esta etapa da metodologia néo
foi realizada, mas sera iniciada até o préximo més.

4.6. PRESERVACAO DOS MICRORGANISMOS
As bactérias observadas como culturas puras foram preservadas em

métodos de congelamento, que consistiu em suspender as células em solucéo
crioprotetora e guardar a temperatura de -20° C (MURO & LUCCHI, 1989).



5. CRONOGRAMA

2015 2016
ATIVIDADES

10 |11 |12 4
<> Revisao bibliogréfica | vV %
<> Coleta das amostras N RV
<> Isolamento e purificacdo dos AN AR
microrganismos
<> |dentificagéo dos microrganismos S| vV %
<> Atividade antimicrobiana do sangue X | X X
<> Preservagao dos microrganismos S| vV %

<>Elaboracao e apresentacao do Relatorio
Parcial

<>Elaboracao e apresentacao do Relatorio
Final

<>Elaborac¢éo do artigo cientifico

<> Apresentacao do trabalho em Congresso
ou similar




6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CAPTURA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Com a ajuda de uma equipe especializada e técnicas padronizadas
foram capturados seis jacarés no Campus Universitario da UFAM conforme
informacdes observadas na Tabela 01.

TABELA 01: Dados coletados na captura dos jacarés no Campus Universitario
da UFAM.

LOCAL | CODIGO
ESPECIE SEXO | IDADE %’A(S—[AI‘E_?: DA DO
CAPTURA | ANIMAL
Paleosuchustrigonatus
(jacaré-coroa) Fémea | Adulto | 16/10/2015 UFAM Ji
Paleosuchustrigonatus(jacaré-
coroa) Fémea | Adulto | 29/10/2015 UFAM J2
Paleosuchustrigonatus(jacaré-
coroa) Fémea | Adulto | 05/11/2015 UFAM J3
Paleosuchustrigonatus(jacare-
coroa) Macho | Jovem | 06/01/2016 | UFAM J4
Caiman crocodilos
(jacaretinga) Macho | Jovem | 06/01/2016 UFAM J5
Paleosuchustrigonatus
(jacaré-coroa) Fémea | Adulto UFAM J6

Os jacarés atingem a idade adulta com aproximadamente 11 anos,
nessa etapa da vida os mesmos também atingem a idade de maturacao
sexual, estando aptos a reproducdo. Animais com menos de 11 anos sdo
considerados jovens e ndo se reproduzem. A fugura 01 a seguir , mostra o
animal apés a captura e a coleta do material, 0 mesmo é devolvido para o
campus Universitario apos todo o procedimento de coleta.

Figura 01: Captura jacaré

-
v

Fonte: arquivo pessoal




As amostras cloacais e orais foram coletadas com “swabs” estéreis.
Ap0s a coleta os “swabs” foram imersos em Caldo Mueller-Hinton, onde foram
submetidos a incubacéo a 37° C pelo periodo de 24. A quantidade de sangue
coletado de cada animal variou de acordo com tamanho e peso de cada um. A
figura 02 mostra o processo de coleta de material oral.

Figura 02: Coleta de amostra cloacal

_

Fonte: Arquivo pessal
6.2 ISOLAMENTO DA MICROBIOTA TOTAL (BUCAL E CLOACAL)

Passado o periodo de incubacdo das amostras as mesmas seguiram
por processo de diluicdo sucessiva seguida pela técnica de “spread-plate”
semeadas em Agar Miieller-Hinton submetidos novamente & incubacéo a 37° C
pelo periodo de 24h.

Observou-se o crescimento de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC), em seguida as mesmas foram separadas em grupos de acordo com
suas macromorfologias.

Na Tabela 02 observa-se o total de isolados bacterianos dos jacarés
isolados da boca e da cloaca.
TABELA 02: Total de isolados bacterianos por 6rgao do jacaré.

JACARE BACTERIAS ISOLADAS TOTAL

Boca 9

J1 27
Cloaca 18
Boca 45

J2 104
Cloaca 59

Boca 15 45




J3
Cloaca 30
Boca 22

34 41
Cloaca 21

Observa-se que jacaré J2 apresentou o maior total de isolados em
relacdo aos outros animais, isto porque a quantidade de colbnias observadas
no J2 era muito superior a encontrada nos outros animais. A quantidade de
UFCs isoladas foi correspondente a quantidade total de coldnias encontradas
nas placas apods o processo de “spread-plate”

Ja o jacaré J1 teve uma quantidade pequena de isolados, isto ja
pode ter alguma relacdo com o fato do jacaré J1 ter feito a postura de ovos a
pouco tempo, e que talvez, o liquido que acompanha a postura dos ovos possa
ter alguma substancia antimicrobiana para reduzir a microbiota do local.

6.3. IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS

Na primeira etapa da identificacdo as bactérias isoladas foram
submetidas a determinacdo das caracteristicas morfo-tintoriais, por meio da
técnica de Coloracdo de Gram. A Figura 03 mostra os grupos bacterianos de
acordo com as caracteristicas morfo-tintoriais das bactérias isoladas da boca
dos jacarés e a Figura 04 mostra os grupos morfo-tintorias de bactérias
isoladas da cloaca dos jacarés.

20 - Boca

15 - M Coco-bacilo Gram (+)

Coco-bacilo Gram (-)

10 1 Bacilo Gram (+)

Bacilo Gram ( -)

B Cocos Gram (+)

O —

jacaré 1 jacaré 2 jacaré 3

Figura 03: Grupos bacterianos isolados da boca dos jacarés.
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Figura 04: Bactérias isoladas da cloaca dos jacarés.

Apos a atividade morfo-tintorial tivemos uma resposta diferente em
cada jacaré com relacdo aos grupos de bactérias. No geral foi possivel
observar que Cocos Gram-positivos apareceram em maior quantidade nos dois
animais, porém o jacaré 02 e o jacaré 04 apresentaram uma maior diversidade
dos grupos, contendo os Gram-positivos e também os Gram-negativos. Ao
compararmos a boca do jacaré 01 com a dos demais jacarés percebemos uma
diferenga quantitativa com relagdo as bactérias isoladas. Nas placas com as
bactérias da boca do jacaré 01 foi observada uma colbénia que formava um
tapete por cima das outras, o que dificulta o isolamento, pela contaminacdo de
outras colbnias.

Com relacao as bactérias isoladas da cloaca de todos os animais foi
possivel observar que o grupo Cocos Gram-positivo esta em maior quantidade,
entretanto o jacaré 02 e 04 apresenta uma diversidade de grupos maior do que
o jacaré Ole o0 03. .

A diferenca de quantidade de bactérias isoladas em cada jacaré
deve-se ao crescimento das mesmas nhas placas. O jacaré 01 teve um
crescimento inferior ao jacaré 02 que apresentou uma enorme quantidade e
diversidade de col6nias

A reacdo das bactérias a técnica de Gram nos mostra diferentes
caracteristicas, no que diz respeito a composicdo quimica, estrutura,
permeabilidade da parede celular, fisiologia, metabolismo e patogenicidade.

Com os resultados obtidos foi possivel verificar que os Cocos Gram-
positivos estdo em grande quantidade em todos os animais, tanto na cloaca
qguanto na boca. Os Cocos Gram positivos. A figura 05 mostra a imagem de
laminas de Cocos Gram positivos.

Figura 05: Cocos Gram positivos




6.3.1 IDENTIFICACAO DE GENERO E ESPECIE DOS GRUPOS ISOLADOS

Na primeira fase de identificacdo, onde foi utilizado o método de
identificagdo morfo-tintorial, foi possivel observar o grande numero de Cocos
Gram positivos presentes na boca e na cloaca de todos os animais. Em
sequéncia foi realizado o método de identificacdo utilizando o meio Agar
Manitol Salgado.

O Agar Manitol € um meio de cultura com indicativo vermelho de fenol,
seletivo para estafilococos patogénicos e para a diferenciacao de S. aureus de
outros Staphylococcus coagulase negativa. Este teste verifica se o0
microrganismo tem a capacidade de fermentar o manitol contendo 7,5% de
cloreto de sodio. O meio de cultura tem coloragéo rosa, e a formagéo de halo
amarelo ao redor das colbnias indica entdo o S. aureus (Teodoro, 2015).

Foram isolados em Agar Manitol Salgado 84 amostras de bactérias
gue pertenciam ao grupo Cocos Gram positivo, tanto da boca quanto da cloaca
dos animais. As mesmas foram isoladas e incubadas a 37° C pelo periodo de
24h. Apos o periodo de incubacéo 24 isolados apresentaram crescimento no
meio de cultura. A tabela a seguir mostra quais bactérias pertencentes a cada
jacaré apresentaram crescimento em Agar Manitol Salgado.

TABELA 03: Crescimento de cepas em Agar Manitol Salgado

Caodigo Crescimento | Fermentacdo de manitol
J1C10 negativo negativo
J1C11 negativo negativo
J1C12 negativo negativo
J1C13 negativo negativo
J1C14 negativo negativo
J1C15 negativo negativo
J2B28 negativo negativo
J2B29 negativo negativo
J2B30 negativo negativo
J2B31 negativo negativo
J2B32 negativo negativo
J2B33 negativo negativo
J2B34 negativo negativo
J2B35 negativo negativo
J2B36 negativo negativo
J2B37 negativo negativo
J2B38 negativo negativo
J2B39 negativo negativo
J2B48 negativo negativo
J2B49 negativo negativo
J2B50 negativo negativo
J2B51 negativo negativo
J2B68 negativo negativo
J2B69 negativo negativo
J2C73 positivo negativo




J2C76 positivo negativo
J2C74 positivo negativo
J2C75 positivo negativo
J2C101 negativo negativo
J2C102 negativo negativo
J2C103 negativo negativo
J2C104 negativo negativo
J2C118 positivo negativo
J2C119 positivo negativo
J2C120 positivo negativo
J2C121 negativo negativo
J2C122 positivo negativo
J2C123 positivo negativo
J2C124 positivo negativo
J2C125 negativo negativo
J2C131 negativo negativo
J2C132 negativo negativo
J3B133 negativo negativo
J3B134 negativo negativo
J3B135 negativo negativo
J3B136 positivo negativo
J3B137 negativo negativo
J3B138 positivo positivo
J3B140 negativo negativo
J3B141 negativo negativo
J3B142 positivo negativo
J3B143 positivo negativo
J3B145 positivo positivo
J3B144 positivo positivo
JACL177 negativo negativo
J4C178 negativo negativo
J4C179 negativo negativo
J4C180 negativo negativo
J4C181 negativo negativo
J4C182 negativo negativo
J4C184 negativo negativo
J4C185 negativo negativo
J4C187 positivo negativo
J4C188 positivo negativo
J4C189 negativo negativo
J4C190 negativo negativo
J4C191 positivo negativo
J4C192 positivo negativo
J4C193 positivo negativo
J4C194 positivo negativo
J4C195 positivo negativo
J4C196 positivo negativo
J4C197 negativo negativo




Baseado nos resultados obtidos é possivel identificar os isolados
pertencentes as género Staphylococcus spp. e quais individuos sao
representantes da espécie Staphylococcus aureus. Com a identificacdo
preliminar utilizando meio Agar Manitol Salgado foram identificados 24
individuos pertencentes ao género Staphylococcus spp, dentre esses foi
possivel identificar também trés cepas que apresentaram fermentacdo de
manitol positiva.

O Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar o manitol em
meio contendo 7,5 % de cloreto de sddio. O indicador de pH é o vermelho de
fenol, que indica uma reagéo positiva quando o meio ao redor das coldnias se
torna amarelo, e negativa quando permanece avermelhado (Anvisa, 2004).
Trés cepas apresentaram a fermentacdo positiva, as mesmas tiveram o meio
ao seu redor amarelado, o que significa que houve a producao de acido latico e
fermentacdo do manitol. A figura a seguir mostra uma das placas que
apresentou fermentacao positiva.

Apbs a obtencao dos resultados foi possivel identificar que existe um
grande grupo de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus spp. tanto
na cloaca quanto na boca dos jacarés que tiveram suas amostras coletadas.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, juntamente
como os géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Atualmente, o
género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo que 17 delas podem ser
isoladas de amostras biolégicas humanas. Geralmente, esse género faz parte
da microbiota da pele humana normal e de outros sitios anatdmicos
(Santos,2007). Dentre essas 17 espécies a de maior interesse médico € o S.
aureus, pois 0 mesmo esta frequentemente relacionado a diversas infeccdes
em seres humanos.

Os Staphylococcus aureus sdo cocos gram positivos nao esporulados,
imoveis, anaerodbios facultativos, produtores de catalase, e dispostos em
grupos ou “cachos de uvas”. As colbnias de S. aureus (aureus, do latim,



“‘dourado”) podem se apresentar em colocagdo amarelada e formacao de halo
em agar sangue (TEODORO, 2015). Nas amostras coletadas dos jacarés
foram identificadas trés microrganismos representantes da espécie S. aureus,
essas trés representantes foram isoladas da boca do jacaré 3. Este animal é
uma fémea que foi capturada em local que apresentava agua bastante poluida.

Por se tratar de uma microrganismo que apresenta uma grande
presenca de infeccdo nos seres humanos, uma pessoa que sofre ataque de um
animal que carrega em sua boca um microrganimo como S. aureus esta
suscetivel a doencas que podem ser causadas por esse microrganismo. Ao
sofrer um ataque por um animal deste tipo ndo se pode simplesmente pensar
nos ferimentos, mas também se deve dar uma grande importancia as infeccdes
gue possam Vvir a ser causadas devido a inoculagcdo de microrganismos que,
em muitos casos, ndo sdo identificados. E necessario se conhecer mais sobre
a microbiota deste animal para que se possa dar um tratamento correto e
eficaz contra as infec¢cdes. A presenca do grupo Staphylococcus spp. e da
espécie S. aureus na boca do jacaré 3 mostra que se deve ter grande cuidado
no tratamento de infec¢cBes por meio de mordidas de jacarés, pois esse é sO
um dos diversos grupos que estao presentes.

6.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO SORO SANGUINEO DOS JACARES

Ainda nao foram realizadas as atividades antimicrobianas com o soro
sanguineo dos animais, porém as atividades continuaram sendo feitas.

6.5. PRESERVACAO DOS MICRORGANISMOS

Foram preservadas cerca de 190 isolados pela técnica de congelamento
a-20° C.
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