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RESUMEN

Se realiz6 un estudio descriptivo con la finalidiedidentificar las bacterias presentes en la
cavidad bucal de dos especies de serpientes detcg@athrops(Bothrops ayerbey B.
rhombeatupy la relacion de estos microorganismos con laspticaciones infecciosas que
se presentan en un accidente ofidico. Las muesigasomaron a serpientes recién
capturadas de su medio natural ubicado en zondaf&e a los municipiode Popayan,
Morales, la Sierra, el Tambo y Timbio (Cauca) yra@ grupo ya mantenido en cautiverio
entre 2 y 9 afios en el serpentario del Centro destigaciones Biomeédicas de la
Universidad del Cauca (CIBUC).

A estos animales se les realizé la toma de la mauest medio de un hisopado bucal, se
transfiri6 a medios enriquecidos y se llevo a bana 37°C durante 24 horas. Al finalizar
este periodo se efectuaras pruebas de identificacion microbiana mediamefatogia de

la colonia, tincibn de Gram, pruebas bioquimicaswmtes y el uso de métodos semi
automatizados (API 20E). Finalmente a las bactadastificadas se les realizardos
antibiogramas por difusion empleando la técnic&idey-Bauer bajo los lineamientos del
National Committee for Clinical Laboratory StandaidNCCLS). Los datos obtenidos se
analizaron estadisticamente utilizando el paqustidéstico PASW 18.0 (SPSS Statistical
Package to Social Scientific).

Se obtuvo como resultado un total de diez especigs bacterias Gram negativas y Gram
positivas distribuidas en cuatro familias y ochoeagés, siendo la mas abundante la familia
Enterobacteriaceae y halldandose con mayor frecaelaciespecieProvidencia rettgeri
(antes conocida comBroteus rettgedi Se encontré que todas las bacterias aisladas son
potencialmente patdgenas para el humano, ya quegraitir su proliferacion desencadenan
considerables infecciones. Las especies de bataifdadas mostraron un patron de
sensibilidad a la mayoria de los antibioticos ewrnds, encontrdndose resistencia a la

Ampicilina en todos los microorganismos que fuezgaluados con este antibidtico.
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En conclusion las especiederomonas hydrophila Pseudomonas aeruginosy
Staphylococcus aureysueden estar directamente relacionadas en infezside tejidos
blandos en un accidente ofidico; el antibiéticomiioprim Sulfametoxazole puede ser
utilizado como agente antimicrobiano en accidenféticos causados p@. ayerbeiy B.
rhombeatuspuesto que se presentd sensibilidad en toddsatasrias aisladas. La especie
de serpiente, el tipo de alimentacion y el tipo hdditat (cautiverio — vida libre) no

muestran influencia en la determinacién de la nhicta bacteriana en su cavidad bucal.
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INTRODUCCION

El accidente ofidico es considerado como un imptetaroblema de salud publica a nivel
mundial, especialmente en los paises tropicaleaqéel en Colombia la mortalidad en el
accidente ofidico se redujo notablemente con lkeduoiccion del suero antiofidico como
tratamiento y el establecimiento de protocolos dgmejo bien disefiados (Henab al.
2005; Ayerbe y Latorre, 2009), la morbilidad no diaminuido en algunos hospitales,
debido a la incidencia de complicaciones secunslamaluidas las infecciosas (Cuesta

al. 2008). Por tal motivo sigue siendaportante conocer los principales agentes casisale
de infeccion en el sitio de la mordedura, y couielaarlos especialmente con las bacterias

patdgenas que habitan en la cavidad bucal derpestes.

En el departamento del Cauca se ha registrado mnenotconsiderable de victimas por
mordedura de serpientes agrupadas en las familipsritae y Elapidae; siendo los
vipéridos responsables del mayor nimero de ac@daitdicos, en éstos estan implicadas
varias especies del géneBothrops las mas comunesB. asper, B. ayerbeiy B.
rhombeatugAyerbe y Latorre, 2009); las cuales habitan bosqiesde los 400 m.s.n.m
hasta los 2600 m.s.n.m (Folleco 2010).

En un accidente ofidico la victima no solo se expanos efectos del envenenamiento,
también es vulnerable a presentar complicaciomr@msarias, como lo son las infecciones
bacterianas causadas por microorganismos presemtiesboca de la serpiente (Nilsen
al. 2008).

El uso profilactico de antibidticos de rutina enn@nejo de mordeduras de serpiente ha
sido defendida y recomendada por algunos autoresq@t al. 2002; Ayerbey Latorre
2009), criticada y descartada por otros (Pined& 20agwireyiet al. 2001), pues uno de
los multiples factores asociados a la persistedeiasecuelas fisicas y sicoldgicas es la
controversia que aun existe en temas como la gradilantibiotica (Cuestet al. 2008), ya

gue al no ser manejado adecuadamente se expoaeia@hte a una intervencion quirdrgica
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0 a la muerte. Con el fin de ayudar al adecuadoejpade los antibidticos en
complicaciones infecciosas, este estudio se centidentificar las bacterias presentes en la
cavidad bucal de serpientes en cautiverio y de \gilestre, a las bacterias mas
frecuentemente aisladas se le realizaron los agti#dmas correspondientes dando a
conocer los patrones de sensibilidad 6 resistepara contribuir a la orientacién del

antibiético a utilizar.

Las bacterias son los organismos mas abundanteglatedta y gracias a su ubicuidad
pueden encontrarse en diferentes habitat y sex galtser humano y de los animales, uno
de los lugares en donde se encuentran es la bodasdserpientes venenosas, donde
multiples investigaciones prueban la colonizaci@gdan variedad de microorganismos
tanto aerobios como anaerobios (Goldséial. 1981, Henaet al. 2005, Jorget al. 1990,
Soveriet al.1986).

Las serpientes mas importantes desde el puntostie wédico pertenecen a la familia
Viperidee, subfamilia Crotalinee. Son serpientes @mimillos delanteros movibles
(solenoglifas), muy abundantes en la region en elomclpan practicamente todas las
distintas condiciones ecoldgicas. Este grupo estamglacionado con las viboras africanas
y con algunas viboras asiaticas y europeas, péisredde ellas en la presencia de una
foseta termo-receptora, localizada entre el oja ydriz. EI géner®othropsincluye las
mas abundantes y mas importantes serpientes versemesponsables de la mayoria de los
accidentes y por casi la totalidad de las defumdoitllas ocupan una amplia gama de
ambientes ecolégicos y estan distribuidas desdeivel del mar hasta las mas altas

montafas, desde bosques secos hasta la selva htiopadal (Bolafios 1982).
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1. JUSTIFICACION

Colombia es un pais privilegiado en cuanto a flofauna se refiere, gracias a su ubicacion
presenta un clima propicio para el desarrollo deerdas especies, las cuales varian en
tamafio, morfologia, fisiologia, color, complejidgdfuncion ecoldgica. Las serpientes

venenosas hacen parte de este magnifico grupo peies y junto a sus presas han
coexistido durante aproximadamente 200 milloneafubs, y a pesar de que el ser humano
no hace parte de su cadena alimenticia, el condetdombre con éstas hace que el
envenenamiento ofidico todavia sea una causa iemgertde morbilidad y mortalidad

humana a nivel mundial (Estradaal.2007).

El ofidismo es un problema de salud publica en rmsgaises del mundo, situacion que ha
motivado a investigar mucho méas sobre la bioldigmlogia, taxonomia, etologia, accion
del veneno entre otros aspectos de estos remitegmbargo, en Colombia se carece de
informacién, capacitacion y prevencion en cuantmahejo adecuado que se debe tener en
un accidente ofidico; no obstante los estudios gngd de manejo respecto a la
ofidiotoxicosis en el departamento del Cauca hanesatado paulatinamente en los Gltimos
afos, dando como resultado una cultura diferemeespecto al trato que se le brinda a las
serpientes y al comportamiento que debe tenermebl®en caso ser victima 6 de asistir a

una victima por mordedura de serpiente (Ayerbe 20001).

Aunque las complicaciones secundarias causadasifeociones bacterianas se presenten
en bajas proporciones sigue siendo fuente de tiaadbien Colombia, por lo que resulta de
gran importancia conocer las principales bactgraégenas presentes en la cavidad bucal
de serpientes del géneBmthrops con el fin de brindar conocimiento al cuerpo médi
para la eleccion adecuada del antibidtico a usaradgerdo con las bacterias mas

frecuentemente aisladas.
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En Brasil, un pais con una poblacion similar a éaGblombia en cuanto a especies de
serpientes se refiere, se ha evidenciado en lbajts realizados por investigadores que
existe una asociacion entre las bacterias que dmalgibh la boca de la serpiente y las
complicaciones infecciosas que sufre el paciemesus estudios muestran que el género
Bothrops es el responsable del mayor numero de accidefithsas y de complicaciones

infecciosas (Lopeet al.2008).

En Colombia también se le ha atribuido a este gésarresponsable del mayor nimero de
casos de accidentalidad entre 90-95% (Esteadd. 2007), en cuanto al departamento del
Cauca las especi®s ayerbely B. rhombeatusepresentantes del génd3othropshan sido
catalogadas como responsables de la mayoria deleat&s por envenenamiento
Bothrépico aproximadamente el 80% (Pizo 2006) ygaemo hay estudios publicados que
muestren complicaciones infecciosas a causa dbalegrias presentes en su microbiota
bucal no se descarta que puedan existir, puegéstro se caracteriza por tener colmillos
mas largos, por lo cual ocasionan mayor dafio pemdid asi una adecuacidon mas

profunda de las bacterias.

La alimentacion y el medio donde habitan estasogspeumplen un papel muy importante
en la determinacion de la flora bucal, ademas ¢ lasflora puede ser o no la misma
dependiendo de cada especie (Jetga. 1997) variando asi el tipo de infeccion que pueda
desencadenarse en el momento de la mordedura. lar rpeoporcion de accidentes
ofidicos ocurren en la zona rural, por tal motigonecesario conocer las diferencias que
existen en cuanto a las bacterias presentes @rdablucal de una serpiente en cautiverio y
una de vida silvestre, contribuyendo asi a un nmmanejo de la complicacion infecciosa

que se presente.
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2. MARCO TEORICO

Los ofidios son reptiles que aparecieron hace 1@0Gmillones de afios en el periodo
cretaceo, en el mundo hay descritas mas de 30@eiespde las cuales tan solo 250 son
venenosas (Tabla 1), pueden medir desde los 2hasta los 10 m., habitan a cualquier
altura sobre el nivel del mar, disminuyendo a pal&ilos 2000 m.s.n.m. Habitan en todos

los continentes excepto en las regiones polareedRi2002).

Las serpientes tienen una vision mala, escasarpentében movimientos, su audicion es
igualmente pobre, solo captan tonalidades agud¥3 ¢ftlos o menos) y las vibraciones
del suelo. Por el contrario tiene el 6rgano de Ismo, el cual recibe e interpreta
sensaciones captadas en receptores ubicados desidsas nasales hasta la lengua (Angel
1987), otras serpientes (subfamilia Crotalinaeaseskerpientes venenosas) (Tabla 2) han
desarrollado un organo llamado fosa termo-receptdraual es capaz de identificar
variaciones en la temperatura de hasta 0,2 °C gomeetro de distancia inclusive en la
oscuridad, dotandolas de una incalculable precigifa hora de cazar animales de sangre
caliente, los cuales contrastan con su sangredrtaial es optima entre los 20 y 33°C
(Pineda 2002).
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Tabla 1. Esquema general simplificado de las serpites. Tomado de: Ayerbe 2009.

Suborden Infraorden N de Familia
Géneros
200 Typhlopidae
(Serpientes ciegas)
20 Anomalepididae
SCOLECOPHIDIA (Serpientes ciegas primarias
80 Leptotyphlopidae
(Serpientes hebra)
9 Aniliidae
(Serpientes cilindricas)
2 Bolyeriidae
(Boas de Isla Redonda)
50 Uropeltidae
(Serpiente de cola escudade
1 Xenopeltidae
A HENOPHIDIA (Serpient_e rayo de sol)
L 1 Loxocemidae
SERPENTES| ¢ (Serpiente subterranea
(OPHIDIA | 1 67 Mexicana)
I Boidae
N 1 (Serpientes gigantes)
O Tropidophiidae
P 2 (Boas pigmeas)
H Acrochordidae
I (Serpientes verrugosas)
D
I 2500* Colubridae
A (Culebras)
280** Elapidae
(Cobras, Kraits, Corales,
CAENOPHIDIA 220** Serpientes marinas)
Viperidae
16** (Viboras y Viboras de fosa
termo-receptora)
Atractaspididae
(Viboras subterraneas)

* Contiene algunas especies venenosas. ** Todassgecies son venenasas
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Tabla 2. Clasificacion Taxonomica de las serpientes

Reino Animalia

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Clase Reptilia (Laurenti, 1768)
Orden Squamata (Oppel, 1811)

Suborden | Serpentes (Linnaeus, 1758

Infraorden | Alethinophidia (Nopcsa, 1923
Familia Viperidae (Oppel, 1811)
Subfamilia | Crotalinae (Oppel, 1811)
Género Bothrops (Wagler, 1824)

N

2.1CARACTERISTICAS GENERALES GENERO Bothrops, WAGLER

Conformado por 37 especies se distribuye desdaurelds México hasta el norte de
Argentina. Antillas menores. Comprende serpientestainafio pequefio hasta grande,
encontrando el tamafo minimo de alrededor de 4fingemos y el maximo de casi 2,50
metros. El cuerpo es siempre grueso con seccidrsvigasal triangular o comprimida
lateralmente; cola corta y terminada en punta; lganas especies es prensil. Cabeza de
forma triangular o acorazonada muy bien difererecidel cuello. Algunas especies tienen
el hocico levantado. Ojo pequefio o mediano sieropnepupila vertical. Las escamas del
cuerpo son siempre quilladas y el nUmero de eamnwy variable seguin se cuenten en la
parte anterior, media o posterior del cuerpo pemogeneral, van desde 18 hasta 29 hileras.
La escamacion de la parte superior de la cabeztepestar formada por escamas grandes,
lisas o quilladas. Todas las especies poseen ftesetarreceptora en la parte lateral de la
cabeza, entre el 0jo y la narina y esta fosetagesthr 6 no en contacto con las labiales

superiores.
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Las internasales son variadas asi como las preypssboculares; 7 a 13 labiales

superiores; 7 a 13 labiales inferiores; 120 a 2&firales; anal entera o dividida y de 20 a
95 subcaudales, enteras o divididas. La coloraegdmuy variada y, por lo general, consta
de dorso color pardo con manchas oscuras triarggjlesmboidales o circulares. Algunas

especies tienen el dorso color verde oliva com@igs manchas oscuras.

2.2CARACTERISTICAS GENERALES DE Bothropsayerbei Y B. rhombeatus.

Bothrops ayerbely B. rhombeatusactualmente se encuentran descritas como especies
heterogéneas debido a las diferencias que preserignlogicamente y en cuanto a su
distribucion geografica (Folleco 2010) (Tabla 3%tdS especies son terrestres, carnivoras
se alimentan ante todo de pequefios mamiferos,tijagay serpientes. La especk
ayerbeicomunmente conocida como equis patiana (Figuna2)lhabita los bosques pre-
montanos a 400 msnm y bosques subtropicales a df¥0On desde el borde sur del
divorcio de aguas de los rios Cauca y Patia haSadeste de El Tambo hacia la cuenca

del rio Patia incluido el norte de Narifio (Foll@g10).

B. rhombeatugopularmente llamada equis gata 0 equis pelo de (@guras 3 y 4) se
halla en el bosque subtropical desde los 1000 nissta el bosque montano a 2600 msnm
(Folleco 2010).
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Tabla 3. Caracteristicas generales dB. ayerbel y B. rhombeatus.

PATRONES B. ayerbel B. rhombeatus
Bosque pre-montano a 400 Bosque subtropical a
Habitat msnm hasta bosque 1000 msnm hasta bosque
subtropical a 1800 m.s.n.n|. montano a 2600 m.s.n.m.
Figuras dorsales Triangulos Angulos
Color del Dorso Amarillo glgsrgceo o gns Amarillo 6 marrén
Tamafo promedio de Hembra 130 cm 120 cm
Tamafo promedio de Machp 110cm 100 cm
Forma de la Cabeza Triangular, bien diferenciadp _ Trlangular, bien
del cuello diferenciada del cuello
Ornamento supraceféalico Presente Ausente
Caracteristica del ojo Mediano con pupila vertical Mediano con pupila
vertical
Numero de hileras de escamjas 2498 23.98
dorsales
NUmero Qe escamas 7.9 6-8
supralabiales
!\lumero_ de escamas 7.12 7-10
infralabiales
NuUmero de escamas loreal 1 1
NuUmero de escamas 3 3
preoculares
Numero de escamas 4.5 4.5
postoculares
ﬁaern:%[c;tlerlstlca de escama Mas larga que ancha Mas larga que ancha
Forma de escama rostral Heptagonal Hexagonal
Numero de escamas ventrales 184-215 174-202
en hembras
Numero de escamas ventrales 180-203 170-194
en machos
Numero de escamas 56-62 44-70
subcaudales en hembras
Numero de escamas 58-66 5870
subcaudales en machos
Placa anal Unica Unica
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Figura 1. Vista superior dgothrops ayerbei.
© CIBUC. Cortesia: Biél. Manuel Alejandro Benachi O

Figura 2. Vista superior de la cabezeBd¢hrops ayerbei.
© CIBUC. Cortesia: Bidl. Rafael Alejandro Camayo C.
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Figura 3. Vista superior dgothrops rhombeatus.
© CIBUC. Cortesia: Biél. Manuel Alejandro Benachi O

Figura 4. Vista superior de la cabezaBid¢hrops rhombeatus
© CIBUC. Cortesia: Bidl. Rafael Alejandro Camayo C.

2.3EPIDEMIOLOGIA DEL ACCIDENTE OFIDICO EN EL DEPARTAME NTO
DEL CAUCA.

En Colombia se registra una tasa considerable ddemte ofidico 30/100.000 habitantes
aproximadamente (Pinedd al 2002), sin tener cuenta los casos y complicasigue no

son registrados. Los estudios epidemioldgicos @&l niepartamental son relativamente
pocos, sin embargo el médico Santiago Ayerbe Gemadlo largo de su experiencia en el

campo de la medicina y la toxinologia ha aportadmdes conocimientos con respecto a
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los ofidios, acerca de la incidencia de ofidiotosis en el Departamento del Cauca y sobre

el manejo adecuado que se debe prestar a la victima

En el afio 2006 Rodrigo Navia plasma en su tratb@jgrado datos epidemiolégicos sobre
ofidismo en el Departamento del Cauca entre eld&iH998 y 2003, en el concluye que el
género Bothrops es responsable del mayor numero de accidentesmgho modo,
encuentra que los miembros inferiores y superisagslos mas comprometidos y que la
mayor proporcion de victimas corresponde al gémaesculino (Pizo 2006). A esto
complementa Ayerbe Gonzdalez en uno de sus tralzpjes la familia Viperidee presenta el
mayor porcentaje de accidente ofidico en el Ca®@a8%), ciertamente coincide con
diferentes reportes epidemioldgicos de ofidismo spieegistraron a nivel ibero-americano
(Chippaux 1998). Se observa también que en el Bepanto del Cauca, el género
Bothropsencabeza la lista con el (81.2%), sieBd@yerbeia especie mas relacionada con
estos accidentes (45.6%), continuando Borhombeatu$26.8%) yBothriechisschlegelii
(10.8%). Los accidentes por Colubridos no son meguentes, la especiehironius
monticola (4%), seguida deSibon nebulata popayanensi%) y finalizando con
Dendrophidion bivittatusy Lampropeltis triangulum andesianeon el 1%. El menor
porcentaje de accidentes ocurre en la familia Bgicon la especiicrurus mipartitus
popayanensi§0.6%) (Tabla 4).

El departamento del Cauca se divide en cinco zee@sn la Secretaria Departamental del
Cauca (Tabla 5), segun esto se tiene que entr@@® y 2008 la zona centro ocupod el

primer lugar en accidente ofidico con un porcerdaje56%, seguida de la zona Sur con un
28.1%, continuando con la zona Oriente (8.2%) wliftando con las zonas Norte y

Occidente con un 3.9% (Tabla 5) (Ayerbe y Latohe9.
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Tabla 4. Familias, Géneros, Especies y Subespedizisales de Ofidismo en el
Departamento del Cauca tomada de Tomado de: AyerbeLatorre, 2009.

- 3 . . Nomb
Familia Género Especie Subespecig om ,re Casos | Lugar
coman
Equis
Bothrops ayerbei Patiana, 165 1°
cacica
Bothrops rhombeatus Equis pelo d« 097 o
gato, gata 2
Cabeza di
Viperidee | Bothriechis schlegelii candado, 24,| 039 30
yaruma
Bothrop: Aspel Equis negr 027 4
Equis rabo d
Bothrops punctatus chucha, orito 005 2o
Crotalus durissus cumanensis* Cascabe 003 o
cumanense 9
Chironius monticola Quache 015 o
jueteadora 5
. Culebra
Colubridee [ [
Sibon nebulata popayanensis babosera 008 6°
Dendrorhidion bivittatus Rayuel: 004 g
Lampropelti: triangulur | Andesian Mataganad 00z 90
. . N . | Rabo de aj
Elapidee Micrurus mipartitus | popayanensis Payanesa 002 10°
Subtotal 9 11 362**

* Serpiente exotica en las areas donde ocasionodededuras pues de los tres especimenes dos
mordieron a los “culebreros” que las manipulabastrg mordié a un pasajero del bus donde era
transportada por una pasajera. ** No se incluyelagdas especies con dos 6 menos casos excepto
M. m. popayanensior su importancia clinica.
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Tabla 5. Casos de Accidente Ofidico. Hospital Univsitario “San José”: 2000 a 2008.
Tomado de: Ayerbe y Latorre, 2009.

Zona Casos %
Centro 214 pacientes 56.0
Norte 15 pacientes 3.9
Oriente 31 pacientes 8.2
Sur 107 pacientes 28.0
Occidente 15 pacientes 3.9
Total 382 pacientes 100.0

2.4LAS BACTERIAS.

Las bacterias son procariotas y, por lo tanto, fareticia de las células eucariotas (de
animales, plantas, etc.), no tienen nucleo celnlanrganulos internos. Las eubacterias
poseen una pared celular compuesta principalmenteegdtidoglicano. Muchas bacterias

disponen de flagelos o de otros sistemas de despleato y son moviles.

Las bacterias son los organismos mas abundantggdaaeita. Son ubicuas, encontrandose
en todo habitat de la tierra, creciendo en el sushomanantiales calientes y acidos, en
desechos radioactivos, en las profundidades del aeala corteza terrestre y hasta hacen
parte del hombre y los animales. Algunas bactepasden incluso sobrevivir en las

condiciones extremas del espacio exterior.

Las Gram negativas muestran una gran diversidadbdkéta y representan la mayoria de
las bacterias con importancia clinica, industrigdgricola. Las bacterias Gram positivas
pueden separarse en dos subgrupos, los de bagnmmen Guanina — Citosina (GC) y los
de alto GC; términos que se refieren al hecho des@ecies que poseen una relacion de
GC en las bases de sus DNAs, por debajo o por andeh50% respectivamente. Las
bacterias Gram positivas son un gran grupo de fiacieimioorganotrofas (Madigaet al.
2004).
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La envoltura celular de las bacterias Gram negatesuna estructura muy compleja de
multiples capas. La membrana citoplasmatica 6 mangbinterna, el espacio periplasmico
y la membrana externa. La membrana citoplasméasta redeada por una capa laminar
delgada de peptidoglicano a la cual esta ancladeefabrana externa. Entre la membrana
citoplasmaética interna y la membrana externa saifzcel espacio periplasmico relleno de
una sustancia denominada periplasma, la cual centenzimas importantes para la
nutricién de las bacteriaka membrana externa contiene diversas proteirasjiaiuna de

ellas las porinas o canales proteicos que permitgraso de ciertas sustancias. También
presenta unas estructuras llamadas lipopolisacafid®S) formadas por tres regiones: el
antigeno O, una estructura polisacarida central KD el lipido A (endotoxina). La

presencia de LPS es necesaria para la funcion d@basuwle las membranas proteinicas

externas.

La envoltura celular de las bacterias Gram passties relativamente simple; esta
constituida por dos capas, la membrana citoplasetiuna pared celular compuesta por
una gruesa capa de peptidoglicano, que rodea atéaica. La pared celular se une a la
membrana citoplasmatica mediante moléculas de adigteicoico. La capa de
peptidoglicano confiere una gran resistencia &éaserias (Brookst al. 2005, Madigaret

al. 2004).

2.5 MICROORGANISMOS: AMBIENTES Y MICROAMBIENTES.

Los habitats naturales de los microorganismos sreraadamente diversos. Cualquier
habitat que sea adecuado para el crecimiento, éamloi es para el crecimiento de
microorganismos. Pero, ademas, hay muchos halitatde, debido a las condiciones
fisicas o quimicas extremas, no se encuentran isrgas superiores; sin embargo, en estos
ambientes si pueden existir microorganismos que&lgmos casos, incluso crecen mejor
alli. Los microorganismos también habitan las dipes de los organismos superiores y

algunos pueden, incluso, vivir en el interior denphs y animales.
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La cavidad bucal de las serpientes es uno de lasat&amicrobianos méas heterogéneos y
complejos del organismo, asi como en los humanas.nhicroorganismos interaccionan
con los humanos en una gran variedad de formasecasvbeneficiosas y a veces
perjudiciales; muchas de las interacciones sonndafpara el hospedador y causan
enfermedad. Un patdgeno, por lo general, debe zcaos tejidos del hospedador y
multiplicarse antes de ocasionar un perjuicio. &mayoria de los casos, esto requiere que
el organismo penetre la piel, membranas mucosdsepitelio intestinal, superficies que

normalmente actian como barreras microbianas (Maeig al.2004).

La piel es la primera linea de defensa del cueguira infecciones y lesiones, impide la
entrada de microorganismos, evita el contacto wirde los objetos con otros tejidos u
organos internos y previene que los productos gosmaccedan a los mismos (Madigdn

al. 2004); al sufrir ruptura a causa de la incisiéodecolmillos de la serpiente se pierde la
integridad de la epidermis creando un ambiente jp@ta la proliferacion de las bacterias e

ingreso de las mismas al torrente sanguineo yotejel cuerpo (Cuesét al. 2008).

2.6 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS.

En un ambiente natural no es frecuente encontraolantipo de microorganismos. Lo que
existen son comunidades microbianas. Por tal mates de realizar la identificacion de
los microorganismos es necesario el aislamiento rgcimiento de la bacteria.

Habitualmente, se reconoce la presencia de cradinigacteriano por el desarrollo de

colonias sobre medio sélido o de turbidez en mikgiado.

La identidad inicial de un organismo bacterianodeuser sugerida por la procedencia de la
muestra de cultivo, su aspecto microscopico ynleidn de Gram; su patron de crecimiento
en medios selectivos, diferenciales, enriquecidoscaoacteristicos; sus propiedades
hemoliticas, metabdlicas y de fermentacion en lesrsios medios de cultivo. Después de
examinar las caracteristicas microscopicas y damiento de un cultivo bacteriano puro,
se pueden realizar pruebas bioquimicas especiflfam identificar bacterias en las

muestras se utilizan claves dicotOmicas clasicaslas pruebas bioquimicas. En general
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son necesarias al menos 20 pruebas para identifé&sda el nivel de especie las bacterias
aisladas. La microbiologia se ha beneficiado mudbolos procesos tecnolégicos en
equipos, en programas informaticos y bases de ,daas biologia molecular e
inmunoquimicos. En lo que respecta a los métododetieccion de microorganismos en
muestras bioldgicas, existen métodos de identificadpida que se pueden dividir en tres
categorias: 1) sistemas bioquimicos manuales s®&nsas mecanizados/automatizados, 3)
sistemas inmunolégicos. La bateria de pruebas APIB8 un sistema manual de
identificacion rapida para bacterias de la fantigerobacteriaceagotras bacterias Gram
negativas. Basicamente consta de 21 test bioqusnaistandarizados y miniaturizados, y
una base de datos. Este sistema presenta lasaged&jser rapido, eficaz y de permitir
realizar numerosas pruebas a la vez. Cada APl Z0lna galeria que contiene 20
microtubos o pocillos con distintos sustratos diéisitiddos. Cada tubo es una prueba
bioguimica distinta. La prueba numero 21, la oxadas hace de forma independiente a la
tira (Prescotet al.2004).

2.7METODO DE KIRBY-BAUER

Es una técnica recomendada de difusion de agawréFig), llamada asi en honor a sus
descubridores. Se realiza siguiendo los lineamsed& National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS); este método deterairsensibilidad de las bacterias y
consiste en inocular una placa con un medio desowtlecuado distribuyendo una muestra
de cultivo uniformemente por toda la superficieagar. Después, se coloca sobre la placa
discos de papel de filtro con una concentraciénociola de distintos antimicrobianos
(sensidiscos). Cada disco tiene especificada laetdracion de antimicrobiano vy, tras la
incubacion, se anotan la presencia y el tamanasiednas de inhibicién alrededor de los
discos. Las zonas que se ven sobre las placas dan i se comparan con los datos
estandar para establecer si el aislado es semsibke antibidticos ensayados (Madigzn
al. 2004).
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Figura 5. Antibiograma por la técnica de Kirby-Baue
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3 ANTECEDENTES

3.1 ESTUDIOS QUE REGISTRAN COMPLICACIONES SECUNDARIAS EN
PACIENTES CON OFIDIOTOXICOSIS.

En Brasil Jorge y colaboradores (1994) evaluafpakientes con abscesos en el sitio de
la mordedura de serpientes del génBodhrops recogieron las muestras y realizaron el
respectivo cultivo; las bacterias mas frecuenteenaigladas fueroMorganella morganii
(23 pacientes),Providencia rettgeri (7) Enterobacter sp(4), Escherichia coli (3),
Streptococcuslel grupo D (11) yBacteroides sp(6); ademas encontraron que todas las
enterobacterias fueron sensibles al Cloramfeniagijnoglucésidos y Cefotaxima. Los
estreptococos del grupo D fueron sensibles al @ifaaicol, la Ampicilina y la Penicilina
G, mientras que las bacterias anaerobias fuerosibdes al Cloramfenicol y a la

Tetraciclina (Jorget al. 1994).

Otero y colaboradores (2002) presentan los resdtdel estudio clinico- epidemiolégico
realizado a 39 pacientes victimas de mordeduraedeentes de los géner@othrops,
Porthidium y Bothriechis Las victimas inicialmente fueron atendidas enereiftes
hospitales de Antioquia y Choco, sin embargo alisabmplicaciones fueron trasladadas
al Hospital Universitario San Vicente de Paul endblén con el fin de mejorar su
condicion fisica. Entre las complicaciones se etraoon infeccion de tejidos blandos
(30.8%), insuficiencia renal aguda (IRA) (38,5%gmorragia (74,4%), formacion de
ampollas (38,5%), hematomas de tejidos blandogi¥df,entre otros. Con este estudio
dieron a conocer que las bacterias presentes #ordabucal de serpientes pueden ser en
cierto porcentaje causantes de las complicacionfediosas que se presentan en un
accidente ofidico (Oteret al. 2002).
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En Colombia, Pineda y colaboradores (2002) endentms apartes de su trabajo registran
complicaciones infecciosas entre un 16% y 30% odecasos ocurridos durante el periodo
comprendido entre septiembre 1996 y junio de 1991bg hospitales de Leticia y Yopal
en pacientes que sufrieron mordedura de serpielgiegéneroBothrops (Pinedaet al.
2002)

Lépez y colaboradores (2008) encontraron que un 88%os pacientes atendidos por
mordedura de serpientes en el Hospital Pablo Toitre (Medellin) entre los afios 2000 y
2006 presentaron complicaciones infecciosas. Las frecuentes fasceitis y abscesos,
encontraron que el germen mas comunmente aisla® fumorganiiy ocasionalmente
bacterias Gram positivas. Los resultados sugierenalta frecuencia de complicaciones
infecciosas derivadas de la mordedura de serpiahtesgéneroBothropsy que los

gérmenes habituales son los Gram negativos (Lépaiz2008).

3.2ESTUDIOS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS PRESENTES EN LA
BIOTA BUCAL DE SERPIENTES.

Jorge y colaboradores (1990) en Brasil analizdlota bacteriana de la cavidad oral de 15
ejemplares recién capturadosBlgthrops jararacacomo posible fuente de infeccién en el
sitio de mordedura. Como resultado obtienen qubdaterias mas frecuentemente aisladas
fueron Streptococcuglel grupo D (12 serpienteginterobacter spp(6), P. rettgeri (6),
Providencia sp(4), E. coli (4), M. morganii(3) y Clostridium sp(5). El valioso aporte de
su estudio es que a medida que esas bacteriasirsdfares a las de los abscesos en
pacientes mordidos por serpientes del geBahrops se acerca mas a la posibilidad de
gue las bacterias de la boca de serpiente pueden@mrladas durante la mordedura,
encontrando condiciones favorables para multigegr causando asi la infeccion (Joetje
al. 1990).
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Shek y colaboradores (2009) determinaron las basteresentes en la flora bucal de dos
especies de serpientes de Hong Kong conocidas Slajacatray Trimeresurus albolabris
como resultado encontraron que la cavidad ordl.cetra posee un alto rango de bacterias
patdgenas incluyendo bacterias Gram negativasciespeomoM. morganij Aeromonas
hydrophilay Proteus seguidas de bacterias Gram positivas. En la advinical deT.
albolabris el rango de bacterias fué menor, tres especiesrfusrobias Gram positivas,
nueve especies fueron aerobias Gram negativas especies fueron anaerobias (Seek
al. 2009).

En la ciudad de Popayan, departamento del CaucadHenolaboradores (2005) realizaron
la caracterizacion de la flora bacteriana bucali@ro serpientes venenosas determinadas
comoBothrops asperB. punctatusCrotalus durissus cumanensid_achesis acrochorda
gue eran cautivas en el serpentario del Museo doiiéi Natural de la Universidad del
Cauca, como resultado encontraron diversos micansmos con predominio de bacilos
Gram negativos seguido por cocos Gram positivogenomlmente patégenos para el ser
humano; ademas el estudio revelo que las floraii@cas aerobia y anaerobia facultativa
encontradas en las serpientes, fueron diferentes qaala especie y la mayoria de estas

bacterias pertenecian a la familia Enterobactesga@denacet al. 2005).
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4 OBJETIVOS

4.10BJETIVO GENERAL.

v Identificar las bacterias presentes en la cavidaaldeB. ayerbei y B. rhombeatus
mantenidas en cautiverio por dos a nueve afiosiégnreolectadas (24 a 48 horas)
en zonas suburbanas o rurales de los municipié®gdayan, Timbio, La Sierra, El

Tambo y Morales en el Dpto. del Cauca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

v Aislar e identificar bacterias presentes en la ohimta bucal deB. ayerbeiy B.
rhombeatugnantenidas en cautiverio de dos a nueve afiosgnreolectadas (24 a
48 horas).

v’ Establecer las diferencias en la biota bacteriank davidad bucal de especies de
serpientes mantenidas en cautiverio de dos a mafy¥®y recién colectadas (24 a
48 horas).

v Determinar y proponer los antibiéticos apropiadassar segun las bacterias mas
frecuentemente aisladas de la microbiota bucal Rleayerbeiy B. rhombeatus

mantenidas en cautiverio de dos a nueve afosénreolectadas (24 a 48 horas).
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5 METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

5.1 POBLACION DE ESTUDIO.

Se emplearon diez ejemplares por especie de \nasse en estado adulto provenientes de
veredas aledafias a los municipios de Popayan, ®&orkl Sierra, el Tambo y Timbio
(Cauca) las serpientes fueron colectadas por madtale dichos municipios (Tabla 6), al
ser ingresados al Centro de Investigaciones Biaraédde la Universidad del Cauca
(CIBUC) se les realiz6 la clasificacion taxonémigaloracion fisica por un veterinario
experto e inmediatamente la toma de la muestral,bposteriormente se esterilizaron y
trasladaron a un cuarto aislado donde fueron maugren periodo de cuarentena; al

finalizar este periodo se ubicaron en los respestigrrarios.

Igualmente se emplearon diez ejemplares por espmkrieautiverio en estado adulto
provenientes de veredas aledafas a los municigoslatales, Popayan, la Sierra y el
Tambo en el Departamento del Cauca. Se escogiejoellas ejemplares que tuvieran
como minimo dos afios de permanencia en el serpertar CIBUC (Tabla 7) y se

encontraran en perfecto estado fisico.
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Tabla 4. Procedencia dé. ayerbel y B. rhombeatus de vida silvestre.

N° de L Especie de . Altitud
- Caodigo . Procedencia
Individuos serpiente msnm
1 VSAOL B. ayerbei Vda. Frontino Bajo, La Sierra- 1400
Cauca
2 VSAO02 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
3 VSAO03 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
4 VSAO04 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
5 VSAO05 B. ayerbei Vda. Bellavista, Timbio-Cauca 1700
6 VSAO6A | B. ayerbei Vda. Bellavista, Timbio 1700
VSAO6B | B. ayerbei Vda. Bellavista, Timbio 1700
7 VSAOQ7 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
8 VSA08 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 135(
9 VSA09 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1300
10 VSA1L0 B. ayerbei Vda. Pomorroso, San Joaquin, 1400
Tambo-Cauca
11 VSRO1 B. rhombeatus| Vda. Punta Larga, Popayan-Cauca 188p
12 VSR02 B. rhombeatus| Vda. La Yunga, Popayan-Cauca 160(
VSRO3A | B. rhombeatus Vada. San An:[onlo de Chuza, 1700
13 Popayan-Qauca
VSRO3B | B.thombeatus ¥ 02 San Antonio de Chuza, |, ;)
Popayan-Cauca
14 VSR04 B. rhombeatus| Vda. La Yunga, Popayan-Cauca 160(
15 VSRO05 B. rhombeatus| Vda. La Yunga, Popayan-Cauca 160(
16 VSRO06 B. rhombeatus| Vda. La Yunga, Popayan-Cauca 160(
17 VSRO7 B. rhombeatus| Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
18 VSRO08 B. rhombeatus| Vda. El Charco, Popayan-Cauca 170¢
19 VSRO09 B. rhombeatus| Vda. Los Cerritos, Popayan-Cauca 1501'
20 VSR10 B. rhombeatus| Vda. Los Cerritos, Popayan-Cauca 1501'
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Tabla 5. Procedencia dé. ayerbel y B. rhombeatus de cautiverio.

N _de Cadigo Especie de Procedencia Altitud
Individuos serpiente msnm
1 CAO1 B. ayerbei Vda. Versalles, San Joaqt 1300
Tambo-Cauca
2 CAO2 B. ayerbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
Tambo-Cauca
3 CAO03 B. ayerbei Vda. Versalles, Tambo-Cauca 1350
CAO4A B. averbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
4 id Tambo-Cauca
CAO4B B. ayerbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
Tambo-Cauca
S CAO5 B. ayerbei Cto. San Joaquin, Tambo-Cauca 150§
6 . Vda. Pomorrosos, San Joaq
CA06 B. ayerbei Tambo-Cauca 1400
CAO7A B. ayerbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
7 Tambo-Cauca
CAO7B B. ayerbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
Tambo-Cauca
) CAOS B. ayerbei Vda. Pomorrosos, San Joaq 1400
Tambo-Cauca
9 CA09 B. ayerbei Vda. Frontino Bajo, La Sierra-Cauc 1400
1C CAl10 B. ayerbei Nace en cautiverio 1700
11 CRO1 | B. rhombeatus Vda. El Rosal, Morales-Cauca 1635
12 CRO2 | B.rhombeatus  Vda. La Yunga, Popayan-Cauca 160(
13 CRO03A | B. rhombeatL Vda. La Yunga, Popay. 160(
CRO3E | B. rhombeatL Vda. La Yunga, Popay. 160(
14 CRO4 | B. rhombeatus Vda. La Yunga, Popayan 1600
15 CRO5 | B. rhombeatus Vda. La Yunga, Popayan 1600
16 CR06 | B.rhombeatus Vda. Los Cerritos, Popayan-Cauca 150¢
17 CRO7 | B. rhombeatus Vda. La Yunga, Popayan 1600
18 CRO08A | B. rhombeatL Vda. La Yunga, Popay. 160(
CRO8E | B. rhombeatt Vda. La Yunga, Popay. 160(
18 CR09 | B. rhombeatus Vda. La Yunga, Popayan 1600
20 CR10 | B. rhombeatus Vda. La Yunga, Popayan 1600
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5.2MATERIAL BIOLOGICO.

5.2.1 Adecuacion del animal.

Los ejemplares dB. ayerbeiy B. rhombeatustanto de vida silvestre como de cautiverio
fueron adecuados en terrarios individuales con st de agua diaria, alimentacion
semanal y condiciones ambientales controladas rdpet@tura 24°C y humedad relativa
70%, en el serpentario del CIBUC bajo la respotisiaioi y cuidado del personal

encargado.

5.2.2 Clasificacién taxondmica del animal.

La clasificacion taxonémica se realizé siguiendguabs parametros que establecen las
claves taxonomicas de serpientes (Cambell y Lad@#4)2y la asesoria y supervision del

Doctor Santiago Ayerbe.

5.2.3 Toma de la muestra.

Las muestras se obtuvieron inicialmente inmovild@am@l animal, con la ayuda de unas
pinzas se abrié la boca; las pinzas fueron estadidis con etanol al 70% y flameadas,
posteriormente se realizé un frotis con un hisogéré en la parte ventral y alrededor del
interior de la boca (Figura 6) e inmediatamentedaoesembradas por agotamiento en
cultivos sdlidos de agar base sangre y agar MaaSoftkgura 7) e incubadas a 37°C por
18-24 horas; las cajas de agar sangre se coloesrama atmosfera de GG Oxigeno

(Jarra con vela). Las tomas de las muestras sardlieva cabo en el laboratorio del CIBUC
y cumpliendo las normas de bioseguridad (Bata blerédorio, guantes, tapabocas y gorro

estériles).
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Figura 6. Hisopado bucal d& ayerbei.

Figura 7. Siembra de la muestra en agar sangre.
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5.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Las pruebas de identificacion bacteriana se realizan los laboratorios de Microbiologia

y Parasitologia de la Facultad de Ciencias delladSk la Universidad del Cauca.

5.3.1 Identificacion preliminar de las bacterias

Inicialmente a toda colonia se le observo el tamé&irna, bordes y color; posteriormente
se realizd el proceso de purificacion el cual cstitsien separar colonias diferentes y
cultivarlas en agar base sangre y MacConkey raspaente. La purificacion se realizd

mediante minimo tres transferencias y crecimientelenedio de cultivo.

5.3.2 Tincién de Gram

Con la ayuda de un asa bacterioldgica previaméanteehda se tomé un poco de la muestra
del cultivo respectivo y en una gota de solucidlinaafisiologica (0.85%) se hizo un
extendido sobre el portaobjetos mediante movimgegiatorios, se seco la muestra con la
ayuda del calor de un mechero teniendo cuidado a@eexceder la temperatura,
posteriormente se adicion6 suficiente cantidadalerante cristal violeta y se dej6é actuar
durante un minuto. Al terminar el minuto se enjuagd agua la lamina en posicion
inclinada hacia abajo y ayudado de un frasco layadoontinuacion se aplico lugcbmo
mordiente durante un minuto. Transcurrido el mirelttyotis se lavo con abundante agua y
se decolor6 afadiendo suficiente cantidad de alcabetona hasta lograr que saliera
totalmente transparente, en seguida se realigiadrtlavado y se agregé safranina, se dejé
actuar por un minuto; pasado el minuto se efectuduarto lavado y se llevd a secar.
Finalmente se observo en el microscopio 6ptico bafwX y se determind tincion y forma

de las bacterias.
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5.3.3 Identificacion bacteriana de Bacilos Gram negativas

Se utilizé el sistema bioquimico manual APl 28EBio-Mérieux como componente de

identificacion bacteriana para bacterias Gram meggmt

Inicialmente se preparé la camara de incubacion glese adecud la galeria que contiene
20 pequefios pozos con sustancias quimicas desisidaat cuales pueden detectar ciertas
caracteristicas bioquimicas propias de cada cepaert@ma (Figuras 8a y 8b),
posteriormente se tomo una cantidad suficienteottnims puras con la ayuda de una asa
bacteriologica previamente flameada y se disolvicben| de solucién fisiologica salina
estéril (NaCl 0.85%) hasta que se logré6 homogen&anuestra; a continuacion con una
pipeta se tomé un poco de la suspensién bacteyia®inoculé en cada uno de los 20
microtubos (Figura 9) siguiendo las indicacionesadiicha técnica, al finalizar se cubri6 la
camara de incubacién con su respectiva tapa yeeé d incubar a 37°C durante 24 horas
(Figura 10). Al transcurrir las 24 horas la batesé retir6 de la incubadora y se le realiz6 la

respectiva lectura siguiendo la tabla de lectueagnte en la ficha técnica (Figura 11).
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Figura 8.a. Hidratacionb. Montaje de la cAmara de incubacion.
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Figura 9. Camara de incubacion con la muestra thacte

Figura 10. Incubacion de la muestra bacteriana.

La lectura arroja un perfil numérico el cual ser@sg en el software de identificacién
Apiweb™ Stand alone V 1.2.1 que permite identificar laeesp bacteriana de dicha

muestra.

Ay IO 8OR b AH

Figura 11. Api 20EAeromonas hydrophila.
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5.3.4 Identificacion de Cocos Gram positivos

Después de realizar la identificacion preliminadakebacterias mediante Tincion de Gram
y determinar la presencia de cocos Gram positieopracedié a realizar la prueba de la
catalasa con el fin de comprobar la presencia daana catalasa en dichas bacterias y asi
clasificarlas entre los géner&taphylococcusd StreptococcuslLa enzima catalasa se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerobé&sopias facultativas con excepcion al

géneraStreptococcus

Con la ayuda de un asa bacteriologica estérilraé tmna colonia y se llevé al portaobjetos
al cual se le afiadi6é una gota de peroxido de heasrd@dH0O,); la presencia de burbujas se
considera como catalasa positiva, al no obsenaradi burbujas o0 muy pocas se toma

como catalasa negativa.

Posteriormente, para la bacteria con catalasaiyms#te tomo6 una colonia y se inoculé en
agar salino manitol e incub6 a 37°C durante 24 djosh mismo tiempo con un asa

bacteriolégica previamente flameada se tomd unan@lde la misma muestra, se mezcld
en 3 ml de plasma y se llevo a incubar duranterdsha 37°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion se realizo la respectiva interpretaci@nprueba de manitol sirve para detectar
si los gérmenes son capaces de fermentar el maagdbacterias liberan productos acidos
gue se ven reflejados gracias al indicador rojdeti®l que cambia a color amarillo, esta

prueba es de gran utilidad para diferenSiaaureusle otrosStaphylococcus

La prueba de coagulasa se empled con el fin deaepaaureusjue posee la enzima
coagulasa de las otras especies Saphylococcusjue genéricamente se denominan
coagulasa negativos; la coagulasa es una enzinez cip desnaturalizar la fibrina del
plasma provocando la formacion de codgulos o grucn@mdo se mezcla la suspension

bacteriana con el plasma.
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5.4 PERFIL DE SENSIBILIDAD O RESISTENCIA.

Finalmente a cada especie identificada se leztea&i antibiograma con la técnica de
Kirby-Bauer siguiendo los lineamientos de la NCCE8n el fin de establecer la

sensibilidad o resistencia a determinados antdnéti

Inicialmente se selecciond los antibidticos a w&ayun el blanco molecular y el espectro
bacteriano.

Para Enterobacterias se utilizaron los sensidisaess Amikacin, Ampicilina,
Ampicilina/Sulbactam, Aztreonam, Cefepime, Cefataei Ceftazidime, Ceftriaxona,
Cefuroxima, Cefalotin, Ciprofloxacina, GentamicinaRiperacillin/Tazobactam vy
Trimetoprim Sulfametoxazole (Figura 12b); para lesciGram negativos multi-resistentes

se utilizo adicional Imipenem y Tobramicina.

Para Pseudomonas se empled Amikacin, Ampicilinapidima/Sulbactam, Aztreonam,
Cefepime, Ceftazidime, Ceftazidime/Clavulanic AcidCefuroxima, Cefalotin,
Ciprofloxacina, Imipenem, Meropenem, Piperacillin,Piperacillin/Tazobactam,

Tobramicina y Trimetoprim Sulfametoxazole (Figugal

Finalmente para Staphylococcus se ensayd sengdigdiprofloxacina, Clindamicina,
Eritromicina, Linezolid, Gentamicina, Oxacilina, f&npicina, Tigeciclina, Trimetoprim

Sulfametoxazole y Vancomicina.

Con la ayuda de un hisopo estéril se tomd una @old& la bacteria ya identificada y se
llevo a un tubo de ensayo con 3ml de soluciénlfigica salina estéril (NaCl 0.85%), se
mezclo hasta obtener una suspensién homogéneatadgual patrén de 0.5 a la escala de
MacFarland, concentracion en la cual el crecimied¢o bacterias es 6ptimo para la
realizacion de antibiogramas; en seguida se huritedachisopo estéril con la suspensiéon
bacteriana y se retiré el exceso de la muestraiefeto presion sobre las paredes del tubo

en forma circular, a continuacion sobre el agarl®étiiinton se sembro en forma masiva y
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en tres direcciones de manera uniforme la muegtréerminar la siembra, con la ayuda de
una pinza estéril y realizando una ligera pres@®oaocaron entre 5-6 sensidiscos por caja
separados entre si y se llevaron a incubar duBdnberas a 37°C.

Finalmente se efectud la medicidn del diametrcadmha de inhibicion completa en mm 'y
de acuerdo a los tamafios obtenidos se informaomno csensibles, intermedios o

resistentes segun la tabla de interpretacion ditaess.

Figura 12. Antibiograma para: Pseudomonas aeruginobaCitrobacter braakii

5.4.1 Prueba para detectafStaphylococcus Oxacilino-Resistente

A las bacteria$taphylococcus aureysStaphylococcusoagulasa negativa se les realizo la
prueba para la deteccion de resistencia a la Oxactjue consistié en sembrar la colonia
en agar Muller Hinton salado con la técnica de bienanteriormente mencionada y a la
cual se le adiciond con la ayuda de una pinzaikstésensidisco de Oxacilina de.gy se
llevd a incubar a 35°C durante 24 horas exactam@éntinalizar el tiempo de incubacion
se realizd6 la respectiva lectura e interpretacidia Oxacilina fue desarrollada
especificamente para el tratamiento de infecciosassadas porStaphylococcus
productores de Beta-lactamasa.
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5.5  ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis de los datos obtenidos en estidieste emples estadistica descriptiva con
el fin de evaluar la frecuencia con la que se enaban las bacterias aisladas en la cavidad
bucal deB. ayerbeiy B. rhombeatus/ para determinar si existia relacién alguna elatre
microbiota bacteriana de la cavidad bucal de digdwpientes con el habitat. Para el
andlisis de los cultivos de identificacion no sédton en cuenta el numero de las unidades
formadoras de colonias (ufc) sino, la presenciaigeacia de ellas, ya que se realizaron

cultivos bacterianos cualitativos.
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6. RESULTADOS

Se identifico un total de diez especies de badedtistribuidas en cuatro familias y ocho
géneros; la familia mas abundante fué Enterobackse, entretanto Vibrionacese y
Pseudomonadaceae se presentaron con menor frecu8miabservd bacilos Gram
negativos de crecimiento aerobio como también deimiento aerobio facultativo (Tabla
8).

Tabla 6. Bacterias aisladas.

Familia Especie Morfologia GRAM Crecimiento
Citrobacter . . .
. Bacilo Negativo Aerobio
braakii
Citrobacter kose! Bacilo Negativc Aerobic
Enterobacteriaceae '
Escherichia coli Bacilo Negativo Aerobl.o
facultativo
Morgane”a Bacilo Negativo Aerobio
morganii
Proteus mirabilis Bacilo Negativo Aerobl.o
facultativo
Providencia . . Aerobio
. Bacilo Negativo .
rettgeri facultativo
Aerommas . . Aerobio
ibri . Bacilo Negativo .
Vibrionaceze hydrophila g facultativo
Pseudomona . . .
Pseudomonadaceae . Bacilo Negativo Aerobio
aeruginosa
Sta " [
phylococcu Coco Positivo Aerobl.o
aureus facultativo
Staphylococcaceae
Staphylococcu Coco Positivo Aerobl.o
coagulasa (-) facultativo
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Como se observa en la tabla 9 las bactdpiasettgeri A. hydrophila M. morganij P.
aeruginosay E. coli fueron las mas abundantes, sierfelorettgeri la mas frecuente;
entretanto las bacterias menos abundantes fuérdsraakii P. mirabilis S. aureusS.
coagulasa negativa@. koserj hallandose ésta ultima como la menos frecuente.

Tabla 7. Frecuencia de las bacterias aisladas.

BACTERIA AISLADA n (%)
Aeromonas hydrophila 8 (17,4)
Citrobacter braakii 2 (4,3)
Citrobacter koseri 1 (2,2)
Escherichia coli 5(10,9)
Morganella morganii 6 (13,0)
Proteus mirabilis 2 (4,3)
Providencia rettgeri 12 (26,1)
Pseudomonas aeruginosa 6 (13,0)
Staphylococcus aureus 2 (4,3)
Staphylococcusoagulasa (-) 2 (4.3)

TOTAL 100,0
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6.1 RELACION ESPECIE DE SERPIENTE Y BACTERIA.

La tabla 10 presenta la relacion de las especigermnas detectadas en la cavidad bucal
de cada una las especies de serpientes estudiadas.

Tabla 8. Bacteria aislada y especie de serpiente.

Especie de Serpientg -
Bacteria Aclada ) B .ayerbel | B.rhombeatus | Total
_ Frecuencia 4 4 8
Aeromonas hydrophila % Total 8.7% 8,7% 17,4%
_ . Frecuencia 2 0 2
Citrobacter braakii % Total 4,3% 0% 4,3%
_ _ Frecuencia 1 0 1
Citrobacter koseri % Total 2.2% 0% 2,2%
- Frecuencia 2 3 5
Escherichia coli
% Total 4,3% 6,5% 10,9%
y “ ) Frecuencia 2 4 6
organella morganii % Total 4.3% 8,7% 13,0%
oot bl Frecuencia 1 1 2
roteus mirabilis % Total 2.2% 2.2% 4,3%
orovidencia refider Frecuencia 8 4 12
fovidencia retigeri % Total 17,4% 8,7% 26,1%
o _ Frecuencia 2 4 6
seudomonas aeruginosa % Total 4.3% 8.7% 13,0%
Stanh Frecuencia 1 1 2
aphylococcus aureus % Total 2 204 2.2% 4.3%
Frecuencia 0 2 2
Staphylococcusoagulasa (-) % Total 0% 4.3% 4.3%
Total Frecuencia 23 23 46
% Total 50,0% 50,0% 100,09

Al realizar el cruce entre las bacterias aisladisydos especies de serpientes se encontro
gue practicamente la microbiota bacteriana de ldad bucal deB. ayerbeiy B.
rhombeatuson similares en un 70%.
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Las bacteriag&. coli (6.5%),M. morganii(8.7%) yP. aeruginosg8.7%) se encontraron en
mayor proporcion erB. rhombeatus mientras queP. rettgeri fué mas frecuentemente
aislada erB. Ayerbei(Figura 13).

Las bacteriag. hydrophila P. mirabilisy S. aureuse hallaron tanto eB. ayerbeicomo
enB. rhombeatugn la misma frecuencia. Los microorganisr@osraakiiy C. koserise
presentaron Unicamente Bnayerbej mientras qu&taphylococcusoagulasa negativa se
observo exclusivamente & rhombeatugFigura 13).

8 Especie
M B. ayerbei
B B. rhombeatus
6
°
-
=
s
o 47
[
=7
pu
o

vjrydoapdy SpUOULO0L2Y .
1YvYVAQ 4219DqO.41)

11250y 4210DG0431))

1102 DIYILIYIST.

NUD3L0UL D]JOUDSAON.
SYIQDAIU SNDJOA].

142.3112.1 DIDUDPIAOA].
DSOULENAID SDUOMOPNIS].
SnaAnn sn22020]dydnig

(-) pspIn3p0d s122020]AYdys

Bacteria aislada

Figura 13. Frecuencia de las bacterias aisladagdagspecie de serpiente.
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Figura 14. Colonias derovidencia rettgercreciendo en agar sangre.

6.2 RELACION HABITAT DE SERPIENTE Y BACTERIA.

La tabla 11 indica la relacion entre las especaesdvianas encontradas en la cavidad bucal
de las serpientes y el habitat en el que se erreueada una de dichas especies.
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Tabla 9. Bacterias aisladas y habitat d&. ayerbel y B. rhombeatus.

Habitat L : .
Bacteria Acindn Cautiverio | Vida Silvestre Total
_ Frecuencia 5 3 8
Aeromonas hydrophila % Total 10.9% 6.5% 17,4%
_ . Frecuencia
Citrobacter braakii ; 0 i
% Total 4,3% 0% 4,3%
_ _ Frecuencia 1 0 1
Citrobacter koseri % Total 2.2% 0% 2,2%
S Frecuencia 2 3 5
Escherichia coli
% Total 4,3% 6,5% 10,9%
N ] . Frecuencia 2 4 6
organella morganii % Total 4.3% 8.7% 13,0%
oot bl Frecuencia 1 1 2
roteus mirabilis % Total 2.2% 2.2% 4,3%
orovidencia rettaer Frecuencia 6 6 12
rovidencia rettgeri % Total 13,0% 13.0% 26,1%
oeeu _ Frecuencia 3 3 6
seudomonas aeruginosa 6.5% 6.5% 13,0%
N Frecuencia 0 2 2
Staphylococcus aureus % Total 0% 4,3% 4.3%
Frecuencia 2 0 2
Staphylococcusoagulasa (-) % Total 4.3% 0% 4.3%
Total Frecuencia 24 22 46
% Total 52,2% 47,8% 100,0%

Como se indica en la tabla anterior, la bactéiahydrophilase encontré en mayor
proporcion en serpientes cautivas, entret&tooli y M. morganiifueron mas frecuentes
en serpientes de vida silvestre.

Las bacteria®. mirabilis P. rettgeri y P. aeruginosae observaron en la microbiota bucal

de serpientes tanto de vida silvestre como de\eaidien igual proporciof. braakii C.
koseri y Staphylococcuscoagulasa negativa se hallaron exclusivamente griestes
cautivas, mientras gu& aureuse aislo solo en serpientes de vida silvestrau(gids).
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Habitad

Bl CAUTIVERIO
[ VIDA SILVESTRE

Staphylococcus coagulasa (-)

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Providencia rettgeri

Proteus mirabilis

-Morganella morganii

Escherichia coli

Citrobacter koseri

Citrobacter braakii

Aeromonas hydrophila

0JuINIIY

Bacteria aislada

Figura 15. Frecuencia de las bacterias aisladamssidhabitat de la serpiente.
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6.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA.

Aquellas bacterias que se les realizo el antibiograon Ampicilina mostraron resistencia
a él, mientras tanto, los microorganismés hydrophilay P. aeruginosapresentaron
resistencia a Ampicilina Sulbactam y a Aztreonartg gez las bacteriaS. braakiiy M.
morganiitambién fueron resistentes a Aztreonam (Tablas113).

Las especieé. hydrophila,C. braakii E. coli, M. morganii P. mirabilisy P. aeruginosa
fueron resistentes a Cefalotin, entretarfo rettgeripresentd sensibilidad intermedia a este
farmaco. La bacteriB. aeruginosaambién fué resistente a Ciprofloxaci8saphylococcus
coagulasa negativa se mostré como resistente adbticina y Eritromicina, del mismo
modo S. aureudué resistente a este ultimo. El Trimetoprim Suktoxazole fue efectivo
en todos los agentes bacterianos aislados enststBee(Tablas 12 y 13).

Se indican a continuacion los resultados obterétids prueba de sensibilidad — resistencia
para cada una de las especies de bacterias aifladdas 12 y 13).
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Tabla 12. Antibiogramas para bacterias Gram Negatias y Gram Negativas multi-resistentes.

Aeromonas | Citrobacter | Citrobacter | Escherichia | Morganella Proteus Providencia
hydrophila braakii koseri coli morganii mirabilis rettgeri

Antibidtico

Amikacin

Ampicilina

Ampicilina/Sulbactam

Aztreonam

Cefepime

Cefotaxime

Ceftazidime

Ceftriaxona

Cefuroxima

Cefalotin

Ciprofloxacina

Imipenem

Gentamicina

Tobramicina

Trimetoprim/
Sulfamethoxazole

Resistente. ] Sensibilidad Intermedia.
P sensible. [ ] Antibiético no utilizado.
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Tabla 13. Antibiogramas paraPseudomonasy Staphylococcus.

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
coagulasa (-)

Antibiético Pseudomonas
aeruginosa
Amkach ]
Ampicilina

Ampicilina /Sulbactam

Aztreonam

Cefepime

Ceftazidime

Ceftazidime/Clavulonic
Acid

Cefuroxima

Cefalotin

Ciprofloxacina

Clindamicina

Eritromicina

Imipenem

Meropenem

Linezolid

Gentamicina

Oxacilina

Piperacillin

Piperacillin /
Tazobactam

Rifampicina

Tigeciclina

Tobramicina

Trimetoprim /
Sulfamethoxazole

Vancomicina

Resistente.

P sensible.

[ 1 Antibictico no utilide.
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7. DISCUSION

7.1 MICROBIOTA DE LA CAVIDAD BUCAL DE Bothropsayerbei Y B.
rhombeatus.

Con los métodos convencionales de identificaciéctdoena se obtuvo un registro de
bacterias Gram negativas seguida por bacterias @osgitivas y muchas de estas especies
de bacterias se encuentran en diferentes estunliwe somplicaciones infecciosas que se
presentan en un accidente ofidico y sobre bacterdashabitan en la cavidad bucal de
serpientes del géneiothrops(Henaoet al. 2005, Jorgeet al. 1990, Lépezet al. 2008,
Sheket al. 2009).

Las bacterias mas frecuentemente aisladas éomettgerj A. hydrophila M. morganij P.
aeruginosay E. colitambién han sido aisladas de la cavidad buca¢geentes del género
Bothrops(Henacet al. 2005, Jorget al. 1990).

Las bacteriadA. hydrophila C. braakii C. koserj E. coli, M. morganii P. mirabilis, P.
rettgeri, P. aeruginosaS. aureusy S. coagulasa negativhacen parte de la microbiota
normal del intestino en humanos y animales, enaspacie de relacion mutuales, ya que
estos microorganismos ayudan a mantener la saludicyon normal del organismo. La
microbiota normal esta relacionada con la estimdiadel sistema inmune, la sintesis de
vitamina K, la absorcién de nutrientes y desdobdama de productos. Sin embargo asi
como juega un papel importante en la salud tambiéace en la enfermedad puesto que si
se llega alterar la microbiota residente, los nuogganismos transitorios pueden colonizar,
proliferar y producir enfermedad (Montiel 1997).

La cavidad bucal de las serpientes del géeBathropses frecuentemente colonizada por
bacterias Gram positivas como Gram negativas, tdat@recimiento aerobio como de
crecimiento anaerobio (Jorge al. 1997) y todas pueden en algiin momento comportarse
como invasoras y patdgenas para el ser humanaseetnan un ambiente adecuado para
su proliferacion; en un accidente ofidico se clesseenario indicado para la colonizacion
de bacterias, ya que al ocasionar la disrupciolageel con los colmillos de la serpiente
provoca un grave cuadro de alteraciones en la ai@téada.

La especiéA. hydrophilaal ingresar al torrente sanguineo puede causabarctariemia,
igualmente al adherirse a una herida puede desemmathfecciones de las partes blandas
gue va desde celulitis hasta mionecrosis, estoidereia en el estudio realizado por Otero

56



y colaboradores en el 2002 donde encontraron iitiees de tejidos blandos en un 30.8%
en victimas de accidente ofidico.

Las especies de bacterias del gér@tombacter estan asociadas a infecciones urinarias y
respiratorias, generalmente adquiridas en ambiehtspitalarios, sin embargo estos
microorganismos pueden producir infecciones impbets especialmente en huéspedes
inmuno-deprimidos, como la septicemia (Broekal. 2005).

La especieE. coli es reconocida como un importante patdbgeno pdnarelno, ya que es
causante de una gran variedad de infeccionesimdks y extra intestinales generalmente
graves, tales como infecciones del aparato excrasiitis, meningitis, peritonitis, mastitis
y septicemia (Brookst al.2005).

M. morganiiha sido asociada con casos de sepsis y se commeecausante de infecciones
en el tracto urinario. Rara vez causa infeccidrasova en personas inmuno-competentes,
pero si podria causar probablemente infeccionescoosales en huéspedes inmuno-
deprimidos (Brookst al. 2005). La especieB. mirabilisy P. rettgericausan infecciones
urinarias y en ocasiones otras infecciones (Bretlkd. 2005).

La bacteriaP. aeruginosainicamente es patdgena cuando ingresa en regiespsovistas
de defensas normales, por ejemplo, las mucosaal yepionadas por dafio tisular directo.
Este agente es infeccioso en heridas y quemadiaasando pus color azul verdoso;
ademas se relaciona con sepsis, el tracto pulmpouneanario. Es un patdégeno oportunista,
puesto que se observa con mayor frecuencia enidods inmuno-deprimidos (Brooket

al. 2005). S. aureuspuede causar neumonia, meningitis, empiema, erditsao
septicemia con supuracién en cualquier érgano.nf@ccion porS. aureustambién se
manifiesta en foranculos y abscesos causados pmnkaminacién directa de una herida
(Brookset al.2005).

Las especies de bacterias 8&phylococcusoagulasa negativa no son invasores ni
patogenos y tienden a ser no hemoliticos; estosoorganismos pocas veces producen
supuracion, pero pueden causar enfermedad a personano-deprimidas (Brooket al
2005).

En el momento que la serpiente muerde a la victiomasus largos colmillos ocasiona la
disrupcion de la integridad de la epidermis retiade cierto modo la barrera natural (piel)
gue se tiene contra los agentes infecciosos, pendd la penetracion, adhesion y
proliferacion de las bacterias presentes en el emddyi en la piel de la victima y
especialmente las que se encuentran en la cavictadi de la serpiente llevando al paciente
a sufrir complicaciones secundarias. Entre las ¢ioaggones secundarias que se presenta
en la ofidiotoxicosis esta la septicemia la cualseorelaciona directamente a bacterias
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presentes en la boca de la serpiente, sino aqueleterias hospitalarias las cuales son
resistentes a antibidticos habituales; por otro lad infecciones de tejidos blandos si se
registran como resultado de la incisiébn y colonizaade bacterias provenientes de la
cavidad bucal de las serpientes.

Ademas de lo anterior, factores como la edad edrmena victima, la eficacia que tenga el
sistema inmune para actuar, la accion del vendaatencion adecuada y a tiempo que se
le preste al paciente pueden crear un escenarieenaldle al desarrollo de infecciones
bacterianas (Tagwirewt al.2001).

La microbiota bacteriana de la cavidad bucalBdeayerbei y B. rhombeatuson muy
semejantes entre si, pues, las bactéridsydrophila E. coli, M. morganij P. mirabilis P.
rettgeri, P. aeruginosg S. aureuse encuentran presentes en la cavidad bucal taf@o d
ayerbeicomo deB. rhombeatusSin embargo la bacterfa coagulasa negativa se observo
Unicamente eB. rhombeatusentretantaC. braakiiy C. koserise hallaron exclusivamente
en B. ayerbeiestas diferencias estan relacionadas con subdisithn geografica, ya que
presentan ambientes diferentes (Hesiaal. 2005).

Al realizar el cruce entre las bacterias aislad&s gspecie de serpiente se observé que no
difieren en mucho con respecto a su microbiota ebacta; las bacterias mas
frecuentemente aisladas en este trabajo se enanamfgistradas en numerosos estudios
relacionados con la composicion bacteriana de ladad bucal de diversas especies
pertenecientes a la familia Viperidee (Costal. 2002, Goldsteiret al. 1978, Henact al.
2005, Jorgeet al. 1990), lo cual indica que mdultiples especies dpisetes comparten
similitud con respecto a la composicion de biotetdrdana bucal.

La microbiota bacteriana de la cavidad bucal dpisetes tanto de vida silvestre como de
cautiverio presentan similitud (60%); esta simditas muy importante, pues la mayor
proporcion de accidentes ofidicos se presentaroeaszrurales, lo cual permite crear un
manejo adecuado para la profilaxis antibidtica esidentes por mordeduras Be ayerbei

y B. rhombeatusanto cautivas como de vida silvestre.

Segun Henao y colaboradores (2005), la biota banterde la cavidad bucal de las
serpientes depende de factores tales como, lascamres de cautiverio, el tipo de alimento
y el medio en general; esto se refuerza en cieshsdios donde se manifiesta que la
microbiota bacteriana esta determinada por el mediode el individuo se desarrolla
(Blaylock 2001, Jorge y Ribeiro 1997) sin embargste trabajo no arroj6 grandes
diferencias relacionadas a la composicion de lgalbacteriana en la cavidad bucal entre
serpientes de vida silvestre y cautivas; posibléenesto se deba al contacto frecuente que
tienen las serpientes en estado de cautiverio tonedio natural en la actividad que
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realizan de pastoreo, ya que dichas serpientesstamian totalmente desligadas de su
habitat natural.

La composicion de la microbiota bacteriana de Mdeal bucal de serpientes estd dada

ademas del ambiente por el tipo de alimentaciéregteetenga, sin embargo en este estudio
se observa que la mayoria de las bacterias aistedi@s presentes tanto en serpientes que
se alimentan de raton de laboratoitué musculuscomo de aquellas que se alimentan de

cualquier otro animal (pequefios mamiferos, lagarijj serpientes).

Esta similitud podria ser dada por la hipétesisddose menciona que la microbiota
bacteriana bucal de las serpientes refleja la inicta bacteriana fecal de su presa, por lo
cual seria de gran importancia desarrollar estustiidos donde se demuestre la veracidad
de dicha proposicion (Goldsteat al 1981, Henacet al 2005). En general, las bacterias
aisladas fueron sensibles al grupo de antibiéteeleccionados, estos farmacos en su
mayoria actian como bactericidas inhibiendo laesisitde proteinas, la sintesis de la pared
celular, la sintesis y/o el metabolismo de los @iducléicos ademas de actuar como
antagonistas metabolicos; induciendo asi la mudréeteriana. La Eritromicina,
Rifampicina y Tigeciclina se comportan como agehi@deriostaticos, sin embargo frente
a organismos susceptibles son bactericidas.
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8. CONCLUSIONES

En la cavidad bucal de las serpientef8dayerbeiy B. rhombeatusanto de vida silvestre
como de cautiverio predominan bacterias Gram neggagobre Gram positivas, las cuales
actlan como agentes perniciosos para el humanccateates ofidicos.

Las especiesA. hydrophila P. aeruginosay S. aureuspueden estar directamente
relacionadas en complicaciones infecciones en widextte ofidico, puesto que estos
microorganismos, al adherirse a una herida desenaadnfecciones en los tejidos blandos
gue van desde una celulitis hasta una mionecrosis.

Las especieB. ayerbeiy B. rhombeatugomparten similitud con relacion a la composicion
bacteriana que presenta su cavidad bucal. Estkadsise asemeja y refleja en diversos
estudios realizados sobre caracterizacién bactedaria microbiota bucal de serpientes del
géneroBothrops.

Dado que el génerBothropsse caracteriza por tener los colmillos méas lageos el de
otras serpientes, podria ocasionarse un mayor tikflar permitiendo asi una adecuacion
mas profunda de las bacterias.

Este estudio concluye que el contacto frecuentetigoen las serpientes de cautiverio con
el medio natural en la actividad que realizan dstquao influye en el porcentaje de
semejanza que se encuentra entre la microbiotartzat de la cavidad bucal de serpientes
cautivas y de vida silvestre.

El Trimetoprim Sulfamethoxazole puede ser utilizadmo agente antimicrobiano Unico en

accidentes ofidicos causados Borayerbeiy B. rhombeatuspuesto que tanto en bacterias
Gram negativas como en bacterias Gram positivabservé sensibilidad al farmaco.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar estudios epidemioldgicos a nivel departdatelonde se evidencie la prevalencia
de infecciones en accidentes ofidicos que respaldeso de la profilaxis antibidtica.

Se recomienda continuar con la caracterizacidbraduitrobiota bacteriana de la cavidad
bucal de diversas especies de serpientes con spectwos estudios sensibilidad-
resistencia a diversos antibidticos, con el fimgertar al adecuado uso de los antibiéticos
en un accidente ofidico.

Aumentar el tamafio de muestra de ejemplares emofutestudios relacionados a la
identificacion de la composicion bacteriana deagaad bucal de serpientes.

Considerar ubicar el serpentario en un espacioetife al actual, con el fin de aclarar las

pequeias diferencias que se observan en la mitaothola cavidad bucal de serpientes
cautivas de las de vida silvestre.
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