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RESUMEN

De 60 serpientes muestreadas, de la Familia Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico
Nacional de El Salvador, se obtuvo un 46.7% de muestras negativas; es decir que no
crecieron bacterias en las placas, crecieron bacterias contaminantes o no crecieron bacterias
representativas. El 53.3% de las serpientes dio positivo a crecimientos de bacterias, las
cuales fueron caracterizadas, encontrando la presencia de: Enterobacter sp. (3.3%),
Escherichia coli (8.3%), Hafnia alvei (5.0%), Proteus sp. (6.7%), Proteus mirabilis (18.3%),
Proteus vulgaris (6.7%), Shigella sonnei (1.7%), Staphylococcus albus coagulasa (-) (1.7%) y
Staphylococcus sp. (1.7%). Estos resultados muestran afinidad con algunos obtenidos en
investigaciones realizadas a nivel mundial sobre la flora bacteriana de la cavidad oral de
serpientes. La familia Boidae mostro mas diversidad de géneros y especies bacterianas:
(Enterobacter (3.3%), Escherichia (3.32%), Hafnia (5.0%), Proteus (31.7%), Shigella (1.7%) y
Staphylococcus (1.6%)) en comparacion con la Colubridae (Escherichia (4.98%) y
Staphylococcus (1.6%)).

Se ha relacionado la teoria que describe y clasifica las bacterias zoonéticas, con los
resultados obtenidos encontrdndose que un 10% de las bacterias con crecimiento
representativo, se consideran patégenas para los seres humanos; siendo la E. coli en un
8.3% y la Shiguella sonnei en un 1.7%; ésta Ultima causante de disenteria bacilar en

humanos.

Los resultados revelan, una estrecha relaciéon entre el peso, la alimentacion y componentes
del terrario, con la especie Boa constrictor y el género Proteus, el cual es asociado con la
estomatis en serpientes. Los analisis revelan que las variables independientes como son:
longitud, sexo, peso, dentadura, alimentacion, temperatura, iluminacion y componentes o
ambientacion de los terrarios, afectan directamente las bacterias, como parte de la flora
bacteriana normal presente en su cavidad oral; pudiéndose volver patogénicas para la salud
de las serpientes del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador, bajo condiciones de estrés
o condiciones inapropiadas en cada terrario y a través del contacto desencadenar una

zoonosis al ser humano.

Palabras clave: tesis serpientes, tesis zooldgico, boas bacterias de cavidad oral, bacterias

cavidad oral serpientes.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios la popularidad de los reptiles, incluyendo a las serpientes, ha producido
un incremento considerable en el nimero de ejemplares conservados en cautiverio como

animales de compafiia no convencionales.

Alrededor del mundo existen entre 3,500 a 4,000 especies de serpientes, de ellas una
tercera parte habitan en América (15% venenosas y 85% no venenosas), 41 especies
conforman la familia Boidae y Colubridae. De éstos, en El Salvador la Unica especie que
habita de manera silvestre, es la Boa constrictor (conocida en el pais como masacuata) y se
contabilizan 28 géneros de Colubridae

En la cavidad oral de una serpiente sana, existen de forma natural diversas colonias de
bacterias que en condiciones normales no representan ningun peligro para ella; dado que su
sistema inmunolégico se encuentra en condiciones Optimas. Cuando este equilibrio se ve
alterado, por alguna enfermedad que se presente por manejo excesivo, humedad
inadecuada, ventilacion, alimentacion y en general cualquier situacion, que implique estrés
para el animal; las bacterias se encontraran en condiciones para reproducirse, e incluso
abren las puertas para que ataquen otras bacterias secundarias, que al combinarse con las
primeras, producen un efecto potencializado, causando diferentes patologias. Su principal
importancia surge, debido a que la mayoria de estos microorganismos son patégenos
oportunistas, formando parte de la flora organica normal, pudiéndoles causar enfermedades

en periodos de inmunosupresion.

Por esta razén se decidié determinar la flora bacteriana de la cavidad oral, de las serpientes
de las familias Boidae y Colubridae: Ademas de caracterizar los géneros y especies de las
bacterias presentes en la cavidad oral, su clasificacion de caracter zoonético y se
compararon los géneros de las bacterias encontradas entre cada familia de serpientes
(Boidae y Colubridae). Por lo antes descrito se demostré la importancia que tiene la
identificacion de la flora bacteriana oral de serpientes no venenosas, pues esta relacionada

principalmente con la prevencién de enfermedades en las serpientes y seres humanos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes

La flora bacteriana encontrada en la cavidad oral de las serpientes en diversas regiones del
mundo es variada (Jorge et al. 1990 citado por Blandon Marin), se sefialan como factores
sugeridos para explicar estas diferencias los relacionados con la serpiente y con la
metodologia utilizada para los analisis microbiol6gicos. Con respecto al primero, hay que
tener en cuenta la especie, su origen (habitat natural o cautiverio). Entre los dltimos, se
incluyen los cuidados para no contaminar las muestras, el método utilizado en su

conservacién y el cultivo de éstas (Blandon, 2009).

Es necesario que en las colecciones de serpientes de cada pais se realicen
caracterizaciones de bacterias de las cavidades orales, buscando microorganismo que
puedan causar enfermedades en las especies y/o a la vez puedan causar zoonosis por

contacto en humanos.

2.1.1. Investigaciones a nivel mundial

En Africa, Asia, y paises de América como Estados Unidos, Colombia, Brasil y Costa Rica,
en los que serpientes venenosas y no venenosas encuentran un ambiente adecuado para la
procreacion y supervivencia, se han realizado més investigaciones al respecto, sobre todo
por los casos de mordeduras, ya que estudios han revelado que no solo el veneno puede
causar la muerte, sino también las bacterias que se inoculan en el momento. Esto ha llevado
a la realizacién de proyectos sobre caracterizaciones de las bacterias de cavidad oral en
colecciones herpetologicas. En el sur de Tailandia se han realizado cultivos del veneno e
hisopado de la cavidad orofaringea de serpientes de la especie Calloselasma rhodostoma
recién capturadas, concluyendo que la cavidad oral contiene una mayor variedad de
microorganismos en comparacion al veneno, predominando las bacterias como Enterobacter
spp. y Pseudomonas spp., algunos Staphylococcus spp. y Clostridium spp. (Theakston et al.
1990 citado por Blandén Marin 2009).

En serpientes cautivas y de vida libre del Sur de Africa, se determind que una especie

bacteriana no se encuentra Unicamente en una sola serpiente, en una misma especie, 0



incluso en un mismo terrario o geografia, también revelo que la carga es menor en
serpientes no venenosas. Las bacterias mas cultivadas fueron Proteus spp., Pseudomonas

spp., Salmonella y Staphylococcus epidermidis (Blaylock 2001).

2.1.2. Investigaciones realizadas en América

Estudios realizados en la flora de la serpiente Crotalus durissus terrificus en Brasil,
compararon la microbiota aerobia de la cavidad oral, la cloaca y el veneno de la serpiente
atrapada en vida silvestre y después de la cuarentena. En cavidad oral se determiné
Pseudomona aeruginosa, Morganella morganii y Escherichia coli como los mas prevalentes.
También se mostrd una diferencia en cuanto a la carga, ya que ésta disminuyo después del

tiempo en cautiverio (Ferreira y Siqueira 2009).

En la Coleccién de viboras de la Familia Viperidae del Museo de historia natural de la
Universidad de Cauca Colombia, como prevencion en caso de mordeduras se realiz6 la
caracterizacion de la Flora bacteriana oral demostrando que generalmente las bacterias
aisladas son consideradas patdgenas para el ser humano, siendo algunas Morganella
morganii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Peptostreptococcus spp. Ademas se aisl6 de las heces de uno de
los ratones que se sirve como alimento Aeromona hydrophila, por lo que se comprueba que
no se debe descartar que la flora de la presa influye en el tipo de flora que se pueda
encontrar en la cavidad oral (Ayerbe y Henao et al. 2004).

En un Laboratorio farmacéutico de Cauca en Colombia, a partir de hisopados realizados a
serpientes de la familia Viperidae fueron identificadas un total de veinte especies de
bacterias pertenecientes a ocho familias y quince géneros; predominando los bacilos gram

negativos de crecimiento aerobio (Blandén Marin 2009).

Dos estudios colombianos més del afio 2002 que involucraron pacientes con mordedura de
serpientes del género Bothrops, informaron complicaciones infecciosas entre un 16% y 30%
de los pacientes. En el segundo estudio se reporté que los bacilos gram negativos fueron la
principal causa de infeccion en los pacientes. (Pineda et al. 2002, citado por Blandén Marin
2009).



En Lima-Peru se tomaron hisopados de la cavidad oral de 15 especies de la familia Boidae,
aparentemente sanas y todas mantenidas bajo cautiverio, con el objetivo de identificar
especies de enterobacterias que formen parte de su flora bacteriana oral, para ser
registradas y ayudar en el manejo preventivo de procesos infecciosos de las serpientes, asi
como para manejar adecuadamente infecciones secundarias provocadas por mordidas.
Logrando el aislamiento de Klebsiella sp. (21.4%), Proteus vulgaris (14.3%), Shiguella sp.
(14.3%), Salmonella arizonae (7.1%), Salmonella entérica (21.4%), Enterobacter gergoviae
(7.1%), Escherichia coli (7.1%) y Enterobacter aerogenes (7.1%). (Morales et al. 2012)

2.1.3. Investigaciones realizadas en Centro América.

En una investigacion realizada en la Universidad de Costa Rica se comprob6 que la carga de
bacterias del veneno y la de cavidad oral no tiene una diferencia significativa en cuanto a
géneros incluso cuando las serpientes vinieron de &reas geograficas con diferentes
caracteristicas ecolbgicas. Encontrando en ambos, Proteus vulgaris, Proteus morganii,
Proteus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp, Pseudomonas sp y Clostridium (Arroyo y
Bolafios 1980).

2.1.4. Investigaciones realizadas en El Salvador.

En El Salvador se realizé una investigacién sobre la determinacién de bacterias de la flora
normal en la traquea de serpientes en el Parque Zooldgico Nacional, en las que se
incluyeron serpientes venenosas y no venenos, encontrando Staphylococcus coagulasa
negativo, Aeromona hydrophila, Morganella morganii, Chryseobacterium indologenes,
Proteus mirabilis, Pseudomona spp, Escrerichia coli, Streptococcus spp, Staphylococcus

spp, Vibrio vulnificus y Salmonella cholerasuis (Fuentes Campos 2011).

2.2. Aspectos biol6gicos de las serpientes

2.2.1. Taxonomia y distribucion.

Las serpientes son reptiles, de Clase Reptilia, Orden Squamata, Suborden Serpentes (ofidios

o serpientes). Alrededor del mundo existen 3,500 a 4,000 especies, de ellas una tercera

parte habitan en América (15% venenosas y 85% no venenosas), 41 especies conforman la



familia Boidae y Colubridae. En la region Centroamericana se han registrado
aproximadamente tres géneros de Boidae y 64 géneros de Colubridae que muestran una
gran variedad morfologica y ecoldgica (Kdhler, 2001). De estos en El Salvador la uUnica
especie que habita de manera silvestre es la Boa constrictor (conocida en el pais como
masacuata) y se contabilizan 28 géneros de Colubridae (Kohler et al. 2006).

Las serpientes de la familia Boidae, incluyen dos grupos principales, las boas, que son
viviparas y proceden de América del norte, central y del sur, y las pitones oviparas de Africa,
Asia y Australia. Son poderosas serpientes constrictoras que suelen ser animales
domésticos populares debido a su gran docilidad. Son las serpientes mas primitivas, tienen
espolones vestigiales, dos arterias carétidas, y un hueso cordnides (que es parte de la
mandibula y estd ausente en las especies mas evolucionadas).Tienen dos pulmones,
algunas poseen un ciego y su cola es corta. Muchas tienen, en las escamas labiales
superiores e inferiores, receptores especializados para detectar radiacion infrarroja
(O'Malley, 2007).

Los colubridos, llamados serpientes tipicas o culebras. Son las mas ampliamente distribuidas
(aunque no hay en Australia) y son especialmente comunes en América del norte.
Comprenden desde las arboreas hasta la acuéticas pasando por las terrestres. Algunas
especies como la Canophis lineatus tienen los dientes inyectores de toxinas en la parte
posterior del maxilar, pero la mayoria de las especies no son peligrosas. Estas serpientes
mas evolucionadas tienen un solo pulmén funcional, el derecho, y una sola arteria car6tida,
la izquierda (O'Malley, 2007).

Serpientes como las pitdbn y las boas pueden vivir hasta 20-30 afios, y los colubridos

aproximadamente 20 afios (O'Malley, 2007).

2.2.2. Anatomiay fisiologia.

La anatomia topogréfica de las serpientes describe un cuerpo delgado y largo, los 6érganos
suelen estar ordenados de uno en uno o de dos en dos a lo largo del cuerpo. Es conveniente
dividir a la serpiente en tercios (tercio craneal, intermedio y caudal) (Figura A-1, Figura A-2 y
Figura A-3) a lo largo o utilizar porcentajes de la longitud entre el morro y la cloaca cuando

se describe la posicién de varios de sus érganos (Meredith y Redrobe 2012).
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Figura 1. Vista lateral de la anatomia interna de una serpiente.

El esqueleto de las serpientes es mas complejo que el de los mamiferos. Los huesos de la
mandibula estan unidos de forma laxa para permitir una gran abertura de la boca, El hueso
cuadrado (Figura A-4) que se articula con la mandibula y el arco palatomaxilar es una
articulacion libre. Esta se pone rigida bajo tension pero es extremadamente flexible cuando
se relaja de manera que la presa pueda ser tragada entera. Los huesos de la "nariz’ se
articulan con la region del craneo para aumentar mas el tamafio de la abertura. Las
hemimandibulas inferiores estan conectadas por un ligamento eldstico que permite la

separacion para aumentar todavia mas la apertura de la boca (Meredith y Redrobe 2012).

La columna vertebral est4 conformada por vertebras, que segln sea la especie varian entre
150 a mas de 400, a partir de la tercera vertebra estan provistas de costillas, salvo las
lumbares, que no presentan mas que apofisis transversales bifurcadas. Las vértebras
coccigeas, igualmente sin costillas tienen apdfisis simples. No tienen esternén ni cartilago
costal. Cada costilla termina en punta redondeada que contacta con el interior de la piel del

vientre para transmitir el movimiento (Meredith y Redrobe 2012).

Las serpientes no tienen cintura escapular y solo algunas especies presentan cintura pélvica.
Algunos machos presentan espolones anales, presentes en todos los machos de boa
constrictor, también pueden tenerlos algunas hembras en menor tamafio (Meredith y
Redrobe 2012).



Figura 2. Hemipenes evertidos de una cria de Python molurus bivitattus

La piel de las serpientes esta cubierta de escamas epidérmicas fuertemente queratinizadas,
variando su forma, disposicién y aspecto de una especie a otra, siendo por lo general
carenas (con un leve relieve en el medio) en las serpientes venenosas y planas en las no
venenosas. Las mas importantes desde este punto de vista son las craneales, faciales,
ventrales o gastrotegos, escamas anales y escamas caudales u urostegos. La parte posterior
a la cloaca recibe el nombre de cola (Meredith y Redrobe 2012).

Especialmente los colubridos arboricolas poseen una variacién de la forma de las escamas
ventrales. Resulta posible ordenar en series las culebras arboricolas, empezando por las
placas ventrales de tipo plano. Luego las de placa ventrales doblada pero curva, en forma de
"U". Después las de placa ventral con escasa quilla en la curva y finalmente, las que tienen
una quilla aguda y una hendidura. La funcién principal de la quilla consiste en facilitar una
esquina aguda o saliente que la serpiente oprime contra la corteza de los arboles
consiguiendo asi un mayor apoyo. Ademas de las quillas de las placas ventrales, estos
ejemplares presentan tendencias evolutivas hacia una coloracion verdosa y un cuerpo mas
alargado. Las de tipo excavadoras emplean la cabeza como taladro, retorciéndola a fin de
vencer la resistencia del terreno. El escudo rostral o facial, es decir la escama de la punta del
hocico, es la que corta el suelo. La cola de estas serpientes se ha adaptado y se ha hecho

puntiaguda.

La piel por ser flexible pierde elasticidad por lo que las serpientes desprenden
periédicamente su piel en un proceso conocido como muda o ecdisis (Figura A-5). El estrato
basal o capa germinativa de la piel es activo de manera intermitente, y por tanto pueden
existir simultdneamente dos capas diferentes de la piel, produciendo una capa epidérmica

interna y otra externa. La parte mas profunda de la capa externa cambia de estructura en los



dias previos a la ecdisis, lo que hace que la piel tenga un aspecto turbio. La escama ocular
se vuelve opaca Yy la serpiente suele estar aletargada y mostrar falta de apetito en esta fase.
Aproximadamente 5-8 dias antes de la ecdisis la piel se vuelve clara de nuevo, a medida que
la capa epidérmica externa se rompe. La ecdisis tiene lugar después de 4-7 dias mas, y va
inmediatamente precedida por un ligero deslustrado de color (Meredith y Redrobe 2012).

La muda comienza por los labios, conforme la serpiente va retirando la piel ésta se vuelve
del revés aunque la parte final de la cola se puede desprender dependiendo de su posicion
anatémica. (Meredith y Redrobe 2012).Este proceso se repite de acuerdo a la alimentacion,
especie de serpiente, estado fisiolégico y habitat, puede ir desde una a ocho veces 0 mas al

afo.

Las serpientes poseen faringe y eséfago, que se diferencia del estbmago por la membrana
mucosa glandular. El intestino delgado esta dispuesto en una espiral simple, mientras que el
grueso es un tubo recto con la pared delgada. Presentan también pancreas, higado y
vesicula biliar. Las serpientes de la familia Boidae tienen un pequefio ciego. Las glandulas
anales se encuentran caudalmente al orificio cloacal externo y desembocan en la cloaca
(Meredith y Redrobe 2012).

Figura 3. Eséfago, vesicula biliar e intestino delgado de una Python molurus bivitattus

En el aspecto dorsal de la cabeza existen un par de orificios nasales que conducen a las
narinas internas, no hay paladar duro. La laringe se encuentra en medio del suelo de la boca,
la traquea se bifurca justo caudal al corazon en aquellas serpientes que tienen dos

pulmones. No existe el diafragma (Meredith y Redrobe 2012).



La mayoria de las especies de la familia Boidae tienen dos pulmones, aunque el pulmon
derecho suele ser méas grande. En las familias Colubridae y Viperidae el pulmén izquierdo es
solo vestigial, y puede no estar presente en algunas especies (Meredith y Redrobe 2012).

Figura 4. Porciones craneales de ambos pulmones de una Python molurus bivitattus

El corazon tiene tres cAmaras, es largo y estrecho. Una Unica vena cava caudal y dos venas
cavas craneales desembocan en el seno venoso que se encuentra en el aspecto dorsal del
corazén. La auricula derecha y el seno venoso son dificiles de distinguir externamente, pero
internamente estan separados por una véalvula sinoauricular. El nico ventriculo muscular se
comunica con la auricula a través de un par de valvulas auriculoventriculares. La sangre sale
del ventriculo a través de las valvulas semilunares de los arcos aorticos derecho o izquierdo

o de la arteria pulmonar (Meredith y Redrobe 2012).

Figura 5. Corazén e higado de una Python molurus bivitattus
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El aparato urinario se comprende por dos rifiones, el derecho se encuentra en una posicion
mas craneal que el izquierdo. El par de uréteres desemboca directamente en el urodeum de

la cloaca. No existe vejiga urinaria (Meredith y Redrobe 2012).
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Figura 6. Rifiones de una Python molurus bivitattus

.

En el macho, los testiculos se encuentran craneales a los rifiones y tienen forma de huso u
oblonga (méas largos que anchos). Los hemipenes se encuentran dentro de la cola, caudales
a la cloaca, cuando se protuyen salen a través de la cloaca. En las hembras, el tamafio y la
forman varian segun el ciclo sexual. Se encuentran craneales a los rifiones y pueden tener
varios ovocitos redondos. El par de oviductos presentan pliegues y desembocan en la

cloaca. Algunas especies solo tienen el oviducto derecho (Meredith y Redrobe 2012).

Muchas serpientes no tienen dimorfismo (variaciones en la fisonomia externa) ni dicromia
(variaciones en cuanto a colores de escamas) sexuales evidentes. En cautiverio la forma
més segura de sexarlas es mediante el sexaje con sonda(Figura A-6), en el que un
bastoncillo con punta roma y bien lubricado se inserta suavemente en la cloaca y después se
dirige a un lado de la linea media hasta que se introduce en los hemipenes invertidos del
macho, si los hay (Jepson, 2011). En las hembras la sonda se puede insertar
aproximadamente hasta una profundidad de dos a seis escamas ventrales; en los machos

hasta una profundidad de siete a 15 escamas ventrales (Meredith y Redrobe 2012).

El tamafio corporal entre las diferentes especies de serpientes varia mucho, incluso entre los

miembros de una misma especie. Comunmente, las hembras son mas grandes que los
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machos. Es posible que el tamafio corporal esté relacionado con el dimorfismo sexual y la
reproduccion, ya que las hembras deben transportar y desarrollar los huevos o embriones,
pese a ello los machos comparativamente poseen colas mas largas, porque los hemipenes
se retraen dentro de ella.La familia Boidae est4 compuesta por especies que miden entre
cincuenta centimetros y diez metros de longitud, en promedio la mayoria miden un metro de

longitud.

Las especies mas pequefias pueden alcanzar la madurez sexual en un afio, pero las
especies de mayor tamafio y mas longevo, pueden no ser sexualmente maduras hasta los 5
afos de edad (O'Malley, 2007).

En la reproduccion las glandulas cloacales, localizadas en la parte interna de la cloaca,
segregan una sustancia que juega un papel importante en la atraccion sexual y de territorio.
El macho inicia el cortejo moviendo su cuerpo sobre el de la hembra y frotando su cola
contra ella. Si la hembra es receptiva, ésta dilata su cloaca y levanta su cola. La cépula
puede durar entre 2 y 20 horas. Durante la cépula un hemipene es evaginado e insertado
dentro de la cloaca de la hembra. El hemipene puede tener espinas y abultamientos (es las
boas es liso), que le permiten permanecer dentro de la cloaca mucho tiempo. Finalmente es
extraido por la accion del masculo retractor. Durante cubriciones seguidas el macho puede

usar alternativamente el hemipene derecho y el izquierdo (O'Malley, 2007).

Las boas son viviparas (paren crias vivas), a diferencia de los collubridos que casi siempre es
ovipara, aunque hay también especies ovoviviparas. Los nidos son bastantes desprolijos.
Consiste en la eleccion de algun lugar relativamente tranquilo para poner sus huevos: a
veces cavidades de troncos caidos. Los huevos, estan puestos en racimos de dos o mas
segun la especie, son elipticos y de un tamafio aproximado de 35 milimetros de largo por
ocho de ancho. Su cascara blanca y dura. El calor directo del sol y la fermentacion de las
sustancias organicas donde reposan se encargan de la incubacion de los huevos que tardan

unos ochenta dias en eclosionar, segin sean las épocas mas o menos propicias.

La capacidad de vision de las serpientes es limitada y no es homogénea en las diferentes
familias y géneros, sin embargo, en general la capacidad de acomodacion del cristalino es
bastante deficiente, enfocan gracias al movimiento de los musculos del iris; la miopia hace

gue su visién este mas vinculada a la deteccion de movimientos que a la deteccion de
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formas. Los ojos carecen de parpados ya que estan fusionados formando, sobre la cérnea,
una lente protectora o lentilla, las glandulas lagrimales segregan dentro del espacio que
queda tras la lente, y luego drenan a través del conducto nasolagrimal (O'Malley, 2007).

En cuanto a la audicién, esta es muy rudimentaria, ya que carecen de oido externo y medio,
sin embargo las serpientes no son sordas, pero su sensibilidad auditiva esté limitada a bajas
frecuencias, entre150-600 Hz. Oyen capturando las vibraciones mediante el hueso cuadrado
(que actia como un tambor acustico) que las dirige hacia el oido interno y cerebro. Las
serpientes no vocalizan entre ellas pero emiten sonidos de siseo como sefiales de aviso
(O'Malley, 2007).

Ademas del epitelio olfatorio habitual, en las ventanas nasales, las serpientes tienen un
o6rgano de Jacobson muy desarrollado. Esta formado por un par de cavidades abultadas o
fosas vomeronasales, recubiertas de epitelio sensitivo. La lengua bifida es proyectada a
través de un surco en la boca, llamado agujero o fosa lingual, en donde se adhieren
particulas olorosas procedentes del entorno. Luego inserta la bifurcaciéon de la lengua en las
fosas vomeronasales y asi envia informacion al cerebro a través de los nervios olfatorios. La

lengua es el érgano para el gusto, el tacto y el olfato (O'Malley, 2007).

Algunas serpientes poseen receptores, o fosas, especializados para detectar infrarrojos, que
les permiten detectar presas de sangre caliente, atacarlas y atraparlas, incluso en completa
oscuridad. En las viboras, estos receptores estan situados entre las aberturas nasales y el
0jo, a ambos lados de la cabeza. Boas y pitones tienen una serie de rendijas, mas pequefias
y menos sensibles, en las escamas de los labios superior e inferior, cuyo patron de
distribucién varia segun la especie. Las fosas estan ricamente inervadas mediante las ramas
oftdlmica, mandibular y maxilar del nervio trigémino. También son sensibles a cambios de
temperatura tan pequefios como 0,003 °C. Estas informaciones térmicas combinadas con las
visuales proporcionan a la serpiente una imagen general de lo que le rodea (O'Malley,

2007).La termorrecepcion es una caracteristica importante de la familia Boidae.
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2.2.3. Cavidad oral de las serpientes

Las glandulas salivares de las serpientes producen copiosas cantidades de liquido durante la
ingestion de la presa; durante el resto del tiempo existe muy poca saliva en la boca (Meredith
y Redrobe 2012). El pH de su saliva varia de 6.5 a 9.8 (Skoczylas 1970).

De acuerdo con su denticion, las serpientes se dividen en cuatro grupos: aglifas, opistoglifas,
proteroglifas y solenoglifas (Figura A-7). Las aglifas no tienen colmillos ni glandulas
venenosas, tienen una glandula supralabial, la cual produce una secrecién encargada de
lubricar el alimento. Las serpientes de la familia Boidae poseen este tipo de denticion
(Villalobos, 2008).

Las opistoglifas no tienen colmillos, pero poseen dientes mas largos y modificados en la
parte posterior del maxilar, los cuales tienen surcos longitudinales por donde baja por
capilaridad la secrecién de la glandula de Duvernoy. Esta glandula es especializada en la
produccién de sustancias bioldgicamente activas que pueden ser toxicas. La posicion de los
dientes modificados en la parte posterior del maxilar hace dificil la inoculacion de la
secrecion de la glandula. Muchas serpientes de la familia Colubridae son opistoglifas
(Villalobos, 2008).

Las proteroglifas son serpientes que tienen un par de colmillos relativamente cortos en la
parte anterior del maxilar, los cuales estan conectados cada uno a través de un conducto con
una glandula venenosa. Las selenoglifas son serpientes que poseen un especializado

aparato inoculador (Villalobos, 2008).

En la cavidad oral de una serpiente sana existen de forma natural diversas colonias de
bacterias que en condiciones normales no representan ningun peligro para ella dado que su
sistema inmunoldgico se encuentra en condiciones Optimas y mantiene un equilibrio en la
poblacion de las mismas, cuando este equilibrio se ve alterado, ya sea por alguna
enfermedad que se presente, manejo excesivo, humedad inadecuada, ventilacion,
alimentacién y una zona de temperatura Optima preferida (POTZ, por sus siglas en inglés)
(Yarto 2011) inadecuados y en general cualquier situacion que implique estrés para el
animal, las bacterias se encontraran en condiciones para reproducirse e incluso se abren las

puertas para que ataquen otras bacterias oportunistas que al combinarse con las primeras
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producen un efecto potencializado produciendo diferentes patologias, especialmente
estomatitis.

2.2.4. Comportamiento

El comportamiento de las serpientes no es muy sofisticado, ya que su desarrollo cerebral,
comparado con el de las aves y mamiferos, es menos evolucionado y carecen de la
capacidad de planear determinada actitud. Su comportamiento es totalmente ligado al
instinto de supervivencia. Por lo general viven solas y se agrupan durante el apareamiento;
estas agrupaciones son conocidas por los campesinos centroamericanos como “brama de
culebras”. Dependiendo de la especie, las serpientes pueden ser diurnas o0 nocturnas, asi

como terrestres, arboricolas o acuéticas (Villalobos, 2008).

2.2.5. Alimentacioén

Las serpientes, con excepcion de una especie (Leptotyphlops phenops) son carnivoras y su
alimentacién se basa en la ingestion de diversos animales, por ejemplo artropodos, reptiles,
peces, roedores y anfibios pequefios. Las arboricolas se alimentan en especial de aves y
murciélagos. Algunas no venenosas se alimentan exclusivamente de serpientes y se les
llama ofi6fagas. En cautiverio pueden llegar a practicar el canibalismo accidental (Villalobos,
2008).

Las Boas son constrictoras y matan a sus presas apretandolas hasta causarles una muerte
por asfixia (Figura A-8). Se alimentan principalmente de mamiferos, pajaros y otros
vertebrados (Meredith y Redrobe 2012).

Los colubridos, pueden matar a sus presas a través de la constriccién o toxinas que algunas
veces pueden ser de riesgo para los humanos. Su dieta alimentaria se compone de
pequefios vertebrados, en particular, de reptiles y anfibios. Varias especies atacan a
mamiferos pequefios, otras a los pajaros y algunas devoran peces de cierto tamafio. Las de
menores dimensiones se conforman con gusanos, insectos y sus larvas. Las especies que
se nutren de ranas y peces, se tragan a sus presas vivas, mientras las que se alimentan de
lagartijas, pajaros y mamiferos, generalmente dan muerte a la victima antes de engullirla. En

cautiverio la mayoria de serpientes comen ratas o ratones, las acuaticas se recomienda
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alimentarlas con peces vivos para evitar las deficiencias y a las constrictoras de mayor

tamario con conejos y pollos (Meredith y Redrobe 2012).

Los miembros de la familia Boidae tienen un metabolismo mas lento que los colubridos.
Cuando alcanzan la edad adulta, a los boidos en cautiverio se les debe disminuir
gradualmente a una comida cada 2-4 semanas (Meredith y Redrobe 2012).

2.3. Mantenimiento de las serpientes

2.3.1. Descripcién de los terrarios

Las serpientes por norma se tienen que mantener en alojamientos individuales, en
serpentarios es menos frecuente que esto suceda, es por ello que la jaula o terrario debe ser
adecuado y permitir el comportamiento normal de la especie. Como regla, la diagonal del
terrario debe corresponder aproximadamente a la longitud de la serpiente (Meredith y
Redrobe 2012).

Los terrarios deben ser a prueba de fugas y proporcionar una ventilacion adecuada. Para la
mayoria de colUbridos o boidos los terrarios de concreto y cristal suelen ser los mas
adecuados. Los de madera, si son utilizados, se tienen que sellar con poliuretano para evitar

su deterioro y la formacion de moho (Meredith y Redrobe 2012).

2.3.1.1. Temperatura, humedad y ventilacion.

A pesar de estar clasificadas como poiquilotermas, las serpientes tienen un POTZ, un
intervalo de temperaturas en el que tienen lugar los procesos fisioldgicos, como las funciones

inmunoldgicas, digestivas y reproductivas (Meredith y Redrobe 2012).

La mayoria de las serpientes tropicales se pueden mantener entre 25y 30°C y las serpientes
de climas templados se pueden mantener entre 22 y 26°C. El limite alto de estos intervalos
se puede proporcionar con luces incandescentes. Para las serpientes mas grandes, lo mejor
para mantener su temperatura central es regular la temperatura de la habitacion a 26°C. Si
es necesario es recomendable disminuir la temperatura de 2-5°C por la noche (Meredith y
Redrobe 2012)
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2.3.1.2. Disefio del terrario

En términos generales, el disefio se puede clasificar en los tipos que proporcionan
alojamiento para las especies excavadoras, las que habitan en el suelo, las semiacuaticos y
las arboricolas. En las especies excavadoras el material del sustrato o de la zona de
descanso no debe ser toxico si se ingiere, tiene que ser facil de retirar de la jaula y resistente

a la colonizacién microbiana (Meredith y Redrobe 2012).

A las serpientes excavadoras como las boas de la arena, que se encuentran en los habitats
secos del desierto, hay que proporcionarles varias pulgadas de arena fina. El papel periédico
o las virutas de madera (excepto el cedro) son adecuados para las serpientes que habitan en
el suelo como la boa constrictora, la pitén real y la mayoria de los collbridos. Otras especies
de la familia Boidae que viven en el suelo necesitan niveles de humedad superiores, y hay
que proporcionarles un cuenco poco profundo que contenga musgo humedo del genero
Sphagnum (Meredith y Redrobe 2012).

Los colubridos semiacuaticos se tienen que mantener en un sustrato seco parecido al de las
serpientes que viven en el suelo, pero deben tener un cuenco de agua relativamente grande
(Meredith y Redrobe 2012).

En las especies arboricolas se necesitan accesorios por los que poder escalar, como ramas
de arbol dispuestas horizontalmente a diferentes alturas. La mayor necesidad de humedad
se puede satisfacer con musgo del genero Sphagnum como sustrato, plantas vivas y
pulverizacion diaria de agua. Es importante una ventilacion adecuada para contrarrestar el

potencial efecto nocivo del aire hUumedo estancado (Meredith y Redrobe 2012).

2.3.1.3. Depdsitos de agua y refugios

Todas las serpientes necesitan un cuenco de agua poco profundo. A la mayoria de las
especies, con la excepcion de las serpientes arboricolas, les gusta pasar periédicamente
algun tiempo sumergidas en agua, especialmente ante de la ecdisis (Figura A-9). Estos hay
que desinfectarlos una vez a la semana con una solucion adecuada como por ejemplo
clorhexidina (Meredith y Redrobe 2012).
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También hay que proporcionar un refugio a las serpientes, ya que les brinda seguridad y
disminuye su estrés (Figura A-10). Las serpientes que no tienen donde esconderse suelen
sufrir erosiones en la zona perinasal, lo que puede conducir a una infeccién y consiguientes
problemas de muda (Meredith y Redrobe 2012).

2.3.2. Descripcion de los terrarios del Parque Zool6gico Nacional de
El Salvador

La coleccion de serpientes, en el herpetario del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador,
esta distribuida en 28 recintos donde alojan a mas de 80 serpientes de diferentes familias,
entre venenosas y no venenosas. Cada uno esta adaptado para brindar las condiciones

Optimas del habitat para cada ejemplar.

Los 3 recintos de las boas, nicaraglienses, colombianas y masacuatas, respectivamente;
estan conformados por piso de tierra, con un estanque pequefio de agua, 3 paredes de
cemento y una de vidrio, con una puerta lateral en la parte posterior del recinto, cuentan con

luz natural y se les han colocado troncos de arboles para que trepen por ellas.

El recinto de las 3 pitones indios y anaconda amarilla, esta dividido en 2 &reas, en un sector
se encuentra un estanque que mide aproximadamente 3 metros de largo por uno de ancho y
el otro sector es de piso de tierra con troncos de arboles y también posee luz natural, tiene 2
paredes de cemento, una de vidrio y en la parte posterior esta la compuerta de metal donde

entran los encargados de alimentar y limpiar el recinto.

Las serpientes de la familia Colubridae se alojan individualmente. La mayoria de los recintos
miden aproximadamente 90 centimetros de ancho por 70 de alto, no poseen estanque de
agua, constan de un piso de tierra con follaje y rocas pequefas, poseen luz natural y en
algunos casos luz artificial. Los recintos de los colubridos mas grandes también son de

mayor tamafio y contienen los mismos elementos del terrario de los demas.



18

2.4. Procedimientos de laboratorio y microbiologia de las bacterias

2.4.1. Cultivos bacterianos, condiciones fisicas necesarias para el desarrollo y
caracteristicas de los cultivos en placas.

El cultivo es el proceso de proliferaciéon de microorganismos al proporcionarles un entorno
con condiciones apropiadas. Los microorganismos en proliferacion producen réplicas de si
mismos, necesitan nutrientes y factores fisico-quimicos para su reproduccion bacteriana.
Para ello es también necesario que las bacterias cuyo crecimiento se desea, se inocule a

partir de una buena muestra que sea representativa (UES 2012).

Desde los tiempos de Robert Koch (1843-1910) hasta la actualidad, el agente solidificante
utilizado por excelencia en medios de cultivo es el agar. Este se obtiene a partir de algas
marinas roja, especialmente del género Gellidium y tiene caracteristicas muy deseables para
el propésito que se persigue: es muy soluble en agua, resistente a la actividad de la mayoria
de los microorganismos, funde a 98°C y en medios de cultivo solidifica entre 42 y 45°C. Entre

los tipos de medios de cultivo se encuentran:

e Medios enriquecidos: los cuales la adicion de sangre, suero o extractos de tejidos de
animales y plantas al caldo nutritivo o agar, le proporciona sustancias nutritivas
complementarias para que el agar pueda soportar el crecimiento de las bacterias
(Prescott, 2004).

¢ Medios selectivos: adicién de ciertas sustancias quimicas especificas las cuales no
permitiran el desarrollo de un grupo de bacterias, sin inhibir al mismo tiempo el

desarrollo de otros grupos (Prescott, 2004).

e Medios diferenciales: adicion de ciertos reactivos o sustancias quimicas a los medios
de cultivo trae como resultado determinado tipo de crecimiento bacteriano o de
cambios, después de la siembra e incubacion del medio, lo cual permite diferenciar

tipos de bacterias (Prescott, 2004).
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Figura 7. Placa dividida con medios diferenciales. A la izquierda agar sangre, a la derecha

agar MacConkey.

e Medios para caracterizar bacterias: sirven para determinar el tipo de crecimiento
producido por los organismos, asi como la capacidad de las bacterias para producir
cambios quimicos (Prescott, 2004).

e Medios de mantenimiento: sirven para preservar satisfactoriamente las caracteristicas

fisiolégicas y la viabilidad del cultivo (Prescott, 2004).

Los medios de cultivo pueden ser una combinacién de estas caracteristicas. Asi, el agar
Sangre es un medio enriquecido, diferencial (por el tipo de hemdlisis) y no selectivo (crecen
bacterias gramnegativas y grampositivas). El agar MacConkey, en cambio, es clasificado
como selectivo (se utiliza para hacer crecer bacilos entéricos gramnegativos) y diferencial.
Los componentes principales de este medio son lactosa (sustrato principal), rojo neutro
(indicador de pH), cristal violeta (inhibe bacterias gram positivas), sales biliares (inhiben otras

bacterias coliformes), peptona. (UES, 2012).

Ademas de dar los nutrientes apropiados necesarios para el cultivo de bacterias, también es
necesario proporcionar condiciones fisicas al medio en donde el microorganismo pueda
desarrollarse mejor. Asi como las bacterias varian ampliamente en relacion a sus
necesidades nutricionales, también muestran respuestas diversas a las condiciones fisicas
del medio. Dicho de otra manera, para un buen cultivo de las bacterias se necesita combinar
apropiadamente los nutrientes necesarios y las condiciones fisicas adecuadas (Pelczar,
1982).
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Ya que el proceso de desarrollo de las bacterias dependen de reacciones quimicas y la
velocidad con que se efectian estas reacciones es influida por la temperatura, el patrén de
desarrollo bacteriano puede ser influido profundamente por esta condicién. La temperatura
puede, en parte determinar la velocidad de crecimiento y el grado total de desarrollo de los
microorganismos. Las variaciones en la temperatura también pueden influir en los procesos
metabdlicos y en la morfologia celular. Cada especie de bacterias crece a temperaturas que
estan dentro de ciertos limites, de acuerdo a esto las bacterias se dividen en grupos cuyos
grados de crecimiento varian entre los 0° C o menos, a temperaturas superiores a 45° C 6 60
°C (Pelczar, 1982).

Por otra parte, ademas de la temperatura de incubacion, las necesidades de gases que se
les proporciona a las bacterias para su desarrollo debe ser el adecuado, ya que no solo
existen bacterias que crecen en presencia de oxigeno (aerobias), sino aquellas que lo hacen
en la ausencia de este (anaerobias), aquellas que son facultativas, es decir que lo hacen en
ausencia o presencia y las microaeréfilas que se desarrollan en presencia de pequefas

cantidades de oxigeno libre (Pelczar, 1982).

Las bacterias anaerobias son muy susceptibles al oxigeno del aire. Si los anaerobios en la
muestra entran brevemente en contacto con aire, pierden muy rapidamente su viabilidad
(capacidad de reproducirse en cultivo), es por ello que no debe pasar mas de 10 minutos
para transportar este tipo de muestras al laboratorio. Si no es posible transportarla con esta
rapidez la muestra debe inocularse en un frasco o dispositivo especial que contenga la

anaerobiosis (Torres, 1996).

Es recomendable utilizar el sistema de anaerobiosis GasPack que consiste en una jarra y un
sobre que contiene hidrogeno méas generador de dioxido de carbono y catalizador de paladio
a temperaturas de laboratorio, al reaccionar el hidrogeno con el oxigeno crean condiciones
de anaerobiosis. Bajo este sistema también se pueden desarrollar bacterias facultativas
(Pelczar, 1982).
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Figura 8. Sistema de anaerobiosis GasPack

Después de la inoculacion-siembra del medio de cultivo y la incubacién, se pueden
determinar las caracteristicas de cultivos del microorganismo. Los aspectos mas peculiares
de desarrollo en cada uno de los medios, de manera que las caracteristicas de las colonias

en placas de agar se resumen de la manera siguiente (Pelczar, 1982).

e Tamafo. Los limites de tamafio de las colonias varian desde muy pequefias que
miden fracciones de milimetros de diametro, hasta colonias muy grandes que miden 5
6 10 mm de diametro. La mayoria de las bacterias que forman colonias de tamafios
limitados de acuerdo con el periodo de incubacién. Otras como algunas especies de
Proteus, se desarrollan sobre toda la superficie del agar (Pelczar, 1982).

e Margen o borde. Los bordes de las colonias bacterianas varian segun la especie.
Pueden formar circulos perfectos, como las orillas de una gota, o mostrar gran
variedad de irregularidades como salientes redondas, hendiduras irregulares,

proyecciones filiformes, o proyecciones en forma de raiz (Pelczar, 1982).

e Elevaciones. Las colonias pueden ser muy finas (aplanadas) o gruesas (elevadas).
Las colonias elevadas muestran diferentes grados de convexidad (Pelczar, 1982).
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e Cromogénesis 0 pigmentacion. Esta es una de las caracteristicas mas notables de
los cultivos. No todas las especies bacterianas poseen esta caracteristica de
distincién. Las colonias pueden o no estar pigmentadas, en algunas especies
productoras de pigmento, este es retenido dentro de las células de manera que la
masa se colore, mientras que otras el pigmento se excreta y lo que se colorea es el

medio de cultivo (Pelczar, 1982).

o Caracteristicas Opticas. Las hay opacas, transparentes u opalescentes (Pelczar,
1982).

2.4.2. Frotis bacterianos y tincion de Gram

Las bacterias también pueden ser estudiadas por medio de la observacion al microscopio,
toda vez que el microorganismo sea coloreado. Este procedimiento, llamado también tincion
permite determinar la forma, tamafio y agrupacién de las bacterias. Sin embargo, el éxito de
una buena tinciébn de bacterias depende en primer lugar de la preparacion de un frotis
conveniente del microorganismo. Los frotis son extendidos de microorganismos (aislados a
partir de cultivos) o de especimenes, colocados en un portaobjeto limpio y desengrasado,

secados con calor suave y coloreados con diversos métodos de tincion (UES, 2012).

El primer paso en la preparacion de un frotis bacteriano difiere de acuerdo a la fuente del
microorganismo. Si el microorganismo se encuentra en un medio liquido (orina, saliva, caldo,
etc.) se inicia colocando 1 6 2 "asadas” del medio liquido directamente sobre el portaobjetos
(UES, 2012).

Las bacterias pueden tefirse con una amplia variedad de colorantes tales como: azul de
metileno, cristal violeta, fucsina y safranina. Los dos métodos mas importantes son: La
técnica de Gram y la técnica de alcohol-acido resistente, en la que se emplea coloracion,
decoloracion y tincion de fondo (coloracion de contraste) para lograr la clasificacion de la
bacteria de acuerdo a su union especifica por los colorantes. La tincion de Gram es
indudablemente la mas utilizada. Aunque la técnica parezca simple su realizacion requiere
de préctica y experiencia, por tanto se recomienda hacer un frotis delgado; y poner especial

atencion al proceso de decoloraciéon (UES, 2012).
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Para lograr Las bacterias fijadas al portaobjeto por el calor son tefiidas con un colorante
bésico (cristal violeta o violeta de genciana) el que es captado en forma similar por todas las
bacterias. Luego se aplica una solucién de yodo o lugol, que actia como mordiente (fijacion)
del cristal violeta. En este momento del proceso, todas las bacterias se tifien de violeta.
Posteriormente, las bacterias son tratadas con una mezcla de alcohol-acetona (70:30) para
la decoloracion del frotis. Las bacterias grampositivas retienen el complejo cristal violeta-
lugol, permaneciendo de color violeta; las gramnegativas se decoloran completamente por el

alcohol-acetona.

Por dltimo se aplica safranina, que es un colorante rojo; de esta manera, las bacterias

gramnegativas, previamente decoloradas, toman el color de la safranina (rojo) (UES, 2012).

2.4.2.1. Procedimiento para la tincion de Gram

a) Se cubre el frotis con cristal violeta y se mantiene asi durante un minuto, posteriormente
se decanta el colorante.

b) Se lava el exceso con agua corriente del grifo, usando un frasco lavador y se escurre.

c) Posteriormente es cubierto con solucién de Lugol para Gram durante un minuto.

d) Se decanta el reactivo, lava el exceso con agua y se deja escurrir.

e) Se inclina la lamina para eliminar el Lugol por goteo, y decolora el frotis con alcohol-
cetona por 10 a 20 segundos. Este paso es critico. Frotis gruesos requeriran mas tiempo
que frotis delgados. La decoloracién ocurrird cuando el solvente fluye incoloro de la
lamina.

f) El frotis se lava rapidamente con agua de chorro procurando que esta deslice
suavemente sobre la superficie del extendido, esto evita la excesiva decoloracion o la
remocién completa del complejo cristal violeta-lugol de aquellas bacterias que son
Grampositivas.

g) Se procede a cubrir la preparacion con solucién de safranina durante 1 minuto.

h) Se decanta el colorante, luego se lava con agua de chorro y dejar escurrir.

i) Se seca cuidadosamente con papel toalla la preparacion o seca a temperatura ambiente.

j) Se procede a observar al microscopio compuesto o de luz clara bajo el objetivo de

inmersion.
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Los resultados se reportan en base a la coloracion de la pared celular, es decir si son gram
positivos o gram negativos, asi como la morfologia (cocos o bacilos), agrupacion y cantidad.
(Torres 1996).

2.4.3. Caracteristicas generales de las bacterias

2.4.3.1. Enterobacterias

Las Enterobacteridceas son un grupo vasto heterogéneo de bacilos gramnegativos cuyo
habitat natural es el intestino de humanos y animales. Esta familia incluye muchos géneros
(Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus y otros)
(Brooks et al. 2002).

Algunos bacilos entéricos como la E. coli, forman parte de la flora normal del intestino grueso
de los animales, especialmente los homoiotérmicos, incluyendo el hombre. (Acha y Szyfres,
2001). En ocasiones causan enfermedad; en tanto que otros, Salmonellas y Shiguelas, con
gran frecuencia son patégenos para humanos. Las enterobacteridceas son microorganismos
aerobios, fermentan una amplia variedad de carbohidratos, poseen una estructura antigénica
compleja y producen varias toxinas y otros factores de virulencia. Estas bacterias son bacilos
gramnegativos dotados de movilidad, crecen sobre medios como agar sangre y agar
MacConkey, son anaerobios facultativos, fermentan la glucosa en vez de oxidarla y con
frecuencia producen gas; son catalasa-positivo, oxidasa-negativo y reducen el nitrato a
nitrito. (Brooks et al. 2002).

2.4.3.1.1. Caracteristicas del crecimiento

La E. coli y la mayor parte de las otras bacterias entéricas forman colonias lisas, circulares,
convexas, con bordes bien diferenciados. Las colonias de enterobacter son similares pero un
poco mas viscosas. Las colonias de Klebsiella son grandes, muy mucoides y tienen a confluir
cuando la incubacion se prolonga. Las salmonelas y las shiguelas producen colonias
similares a la E. coli, pero no fermentan la lactosa. Tanto la Shiguella como los Proteus son
anaerobios facultativos, sin embargo la primera crece mejor en condiciones aerobicas.

Algunas cepas de E. coli producen hemolisis en agar sangre (Brooks et al. 2002).
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Los cultivos sobre medio diferenciales con colorantes especiales y carbohidratos como el
azul de metileno, el MacConkey o medio de desoxicolato permiten una identificacion
presunta rapida de las bacterias entéricas (Brooks et al. 2002). El Agar MacConkey, se
considera selectivo por que inhibe el desarrollo de bacterias grampositivas y diferencial
porque separa de entre las bacterias que fermentan la lactosa de aquellas que no, produce
cantidades generosas de acido, lo que hace que el indicador, rojo neutro, vire hacia un color
rosado intenso; las que no la fermentan, no experimentan ningn cambio y la apariencia de

sus colonias es transparente o incoloro (UES, 2012).

Cuadro 1. Identificacién rapida y presuntiva bacterias entéricas gramnegativas segun

crecimientos en placas.

Lactosa fermentada con rapidez
Escherichia coli: brillo metalico en medios diferenciales; colonias mévi-
les; colonias planas no viscosas
Enterobacter aerogenes: colonias elevadas, sin brillo metalico; a menu-
do moviles; proliferacion mas viscosa
Enterobacter cloacae: similar a Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae: multiplicaciéon muy viscosa, mucokie; no méviles

Lactosa fermentada con lentitud
Edwardsiella, Serratia, Citrobacter, Arizona, Providencia, Erwinia

Lactosa no fermentada

Especies de Shigella: no maviles; no produccion de gas a partir de dex-
trosa

Especies de Salmonella: méviles; formacion de acido y por lo general
gas a partirde dextrosa

Especies de Proteus: “proliferaciéon” en agar; urea rapidamente hidroli-
zada (olor a amoniaco)

Especies de Pseudomonas (cap. 16): pigmentos solubles, azul verdoso y
fluorescente; olor dulce

Algunos ejemplos de las caracteristicas de las colonias bacterianas en este medio son:
colonias de Escherichia coli, fermenta lactosa (colonias rosado o rosada con bordes
amarillentos), circulares, convexas, lisas con bordes bien definidos. Las colonias de Proteus

o Salmonella: no fermentan la lactosa (colonias incoloras) (Brooks et al. 2002).

Las especies de Proteus se mueven activamente por toda la placa por medio de flagelos
periticos (flagelos que rodean la bacteria) y dan como resultado swarming sobre medio

sdlido, a menos que se inhiban mediante sustancias quimicas (Brooks et al. 2002).
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Figura 9. Efecto swarming del crecimiento de Proteus spp. en placa de agar sangre

Otro tipo de medio que se utiliza es el medio Agar Tres azucares y hierro (TSI). Este es un
medio diferencial y su utilidad es la identificacion presuntiva de los géneros de algunas
bacterias gramnegativas (UES, 2012).

2.4.3.1.2. Patogenia y patologia

Las bacterias entéricas Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Providencia,
Citrobacter y especies de Serratia, son parte de la flora intestinal normal de los humanos,
pero son mucho menos comunes que la E. coli. Por lo general, las bacterias entéricas no
causan enfermedades e incluso pueden contribuir a la funcion normal del intestino. Estas
solo se convierten en patdgenas cuando alcanzan los tejidos fuera de sus sitios normales en

el intestino o en otros menos comunes (Brooks et al. 2002).

Los sitios mas frecuentes de infeccion clinicamente importante son el aparato urinario, vias
biliares y otros sitios en la cavidad abdominal, pero cualquier sitio anatomico puede
afectarse. Algunas bacterias entéricas son patdgenos oportunistas. Cuando la defensa de un
huésped son inadecuadas pueden producir infecciones localizadas de importancia clinica;
las bacterias a veces alcanzan el torrente sanguineo y causan septicemia (Brooks et al.
2002).

La E. coli es causante de infecciones del aparato urinario, diarrea, meningitis y septicemia.
Esta se presenta cuando las defensas normales del huésped son inadecuadas asi como
consecuencia de infeccion del aparato urinario (Brooks et al. 2002). Esta bacteria se clasifica
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en diferentes serotipos segun el esquema elaborado por Kauffmann, el cual se basa en los
de antigenos sométicos O que son termolabiles y de origen polisacérido; diferenciando a E.
coli con mas de 170 serogrupos. Y el antigeno flagelar H que es termolabil y de naturaleza
proteica, que distingue 56 serogrupos hasta ahora. También son importantes los antigenos K
(capsulares) y F (fimbriales).

Las capas patdgenas que causan enfermedad entérica, se agrupan en cinco categorias: a)
enterohemorragica (ECEH), b) enterotoxigena (ECET), c) enteroinvasora (ECEI), d)
enteropatégena (ECEP), e) enteroagregativa (ECEA) y f) con adherencia difusa; estas
tltimas dos no estan bien definidas. Estas categorias difieren en su patogenia y propiedades

de virulencia, perteneciendo a un grupo distinto de serotipos O:H. (Acha y Szyfres, 2001).

Desde el punto de vista zoonético, la categoria mas importante de E. coli es la
enterohemorragica, siendo también ésta la mas severa. Esta presenta una caracteristica
importante, es precisamente que segrega toxinas similares a Shiguella (Acha y Szyfres,
2001). Haciendo a estas dos bacterias de interés en salud publica por la zoonosis que
pueden causar. La Shiguella en particular causa disenteria bacilar (Brooks et al. 2002).

La patogenia de las enfermedades causadas por Proteus, Enterobacter, Klebsiella,
Morganella, Providencia, Citrobacter, Serratia; son similares a las causadas por la E. coli.
Las especies de Proteus producen ureasa y por consiguiente hidrolizan con rapidez la urea
con liberacion de amonio. Asi, en las infecciones del aparato urinario la orina se vuelve
alcalina, lo cual promueve la formacion de célculos y es casi imposible acidificar la orina. La
rapida motilidad de las especies de este género puede contribuir a su capacidad para invadir
el aparato urinario (Brooks et al. 2002).

El P. mirabilis causa infecciones en el aparato urinario y en ocasiones otras infecciones. El P.
vulgaris y la Morganella morganii son importantes patdégenos nosocomiales. (Brooks et al.
2002).

La mayoria de bacterias identificadas a partir de infecciones en serpientes en cautiverio son
microorganismos aerobios gramnegativos, entre los que estan la Pseudomona, Aeromona,
Klebsiella, Escherichia coli y Salmonella. Los ejemplos de bacterias anaerobias son
Clostridium y Bacteroides. La mayoria de estos como se conoce, son oportunistas y pueden

causar sepsis, esta tiene lugar por la invasibn hematégena a partir del tegumento o los
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aparatos respiratorio, digestivo o urinario. La presencia de petequias 0 equimosis es
fuertemente indicativa de septicemia (Meredith y Redrobe 2012).

Proteus spp, Pseudomona spp y Aeromonas spp, producen trastornos en las escamas de
serpientes, sobre todo en las ventrales (necrosis dérmica ventral, dermatitis vesicular
enfermedad de las ampollas). Estos géneros y Morganella estdn también relacionados con la
estomatis en serpientes. Mientras que en la celulitis intermandibular destacan las

Pseudomona y Aeromona (Jepson, 2011).

2.4.3.1.3. Pruebas diagnésticas de laboratorio

Los cultivos utilizados para su estudio se realizan en medios diferenciales, como los
descritos anteriormente, ya que con ellos casi siempre es posible una identificacion
preliminar rapida de las bacterias. Las enterobacteriAceas morfolégicamente se parecen

entre si. La presencia de capsulas grandes sugieren Klebsiella (Brooks et al. 2002).

Para la diferenciacién bioquimica pueden emplearse los patrones de fermentacion de los
carbohidratos y la actividad de los amino&cidos y otras enzimas. Algunas pruebas, por
ejemplo produccion de Indol a partir de triptéfano, se emplea con regularidad en sistemas de
identificacion rapida, en tanto que otras, como la reaccibn de Vogues-Proskauer

(acetilmetilcarbinol a partir de glucosa) se utilizan con menor frecuencia (Brooks et al. 2002).

Por lo general la E. coli ocasiona reacciones positivas para el Indol y produce gas a partir de
la glucosa. La mayor parte de las especies de Enterobacter dan resultado positivo a las
pruebas de motilidad, citrato y ornitina descarboxilasa y producen gas a partir de la glucosa.
Por otra parte, las especies de Proteus son positivos a urea, aunque sus caracteristicas de

crecimiento y olor amoniacal las destaca claramente. (Brooks et al. 2002).

Las shiguelas no poseen motilidad y en general no fermentan la lactosa, pero si otros
carbohidratos, todas fermentan glucosa con excepcion de alguna Shigella sonnei,
produciendo acido aunque no gas. Las cuatro especies de Shiguella estdn muy relacionadas
con la E. coli. Muchas comparten antigenos comunes entre si y con otras bacterias entéricas

por ejemplo con Hafnia Alvei (Brooks et al. 2002).
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2.4.3.2. Estafilococos

Los estafilococos son células esféricas grampositivas, generalmente dispuestas en racimos
irregulares parecidos a racimos de uvas; crecen con rapidez sobre muchos tipos de medios y
son metabolicamente activos, fermentan carbohidratos y producen pigmentos que varian
desde el color blanco hasta el amarillo intenso. Algunos son miembros de la flora normal de
la piel y mucosas de los humanos; otras causan supuracion, formacion de abscesos, varias
infecciones pidgenas e incluso septicemia mortal. Los patdgenos casi siempre causan

hemolisis, coagulacién de plasma y producen varias enzimas y toxinas extracelulares.

El género Staphylococcus contiene al menos 30 especies. Las tres de importancia clinica
son Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus. El
primero es coagulasa-positivo (CP), que lo diferencia de otras especies. El Staphylococcus
aureus, es un patdégeno importante para los humanos. Casi toda persona padece algun tipo
de infeccion por esta bacteria durante su vida, que varia en gravedad desde intoxicacion
alimentaria o infecciones cutdneas menores hasta infecciones graves potencialmente
mortales. Los estafilococos coagulasa-negativos (ECN) son normales en la flora humana y a

veces causan infeccion, casi siempre asociada con dispositivos y aparatos implantados.

Alrededor del 75% de infecciones causadas por estafilococos coagulasa-negativos se deben

al Staphylococcus epidermidis. (Brooks et al. 2002).

2.4.3.2.1. Caracteristicas del crecimiento

Los estafilococos crecen con facilidad sobre casi todos los medios bacteriolégicos en
condiciones aerobias o microaerofilas (condiciones de baja y estricta concentracion de
oxigeno). Crecen con mayor rapidez a 37 °C, pero el pigmento se forma mejor a
temperaturas de 20 a 25 °C. Sobre medios solidos las colonias son redondas, lisas,
prominentes y brillantes. En el aislamiento primario las colonias de S. epidermidis en general
son de color gris o blanco; muchas colonias desarrollan pigmentos solo después de
incubacién prolongada, el S. aureus comiunmente forma colonias amarillas, gris o dorado
intenso (Brooks et al. 2002).
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Figura 10. Crecimiento de colonias de Staphylococcus spp. en placa de agar sangre.

2.4.3.2.2. Patogenia y patologia

Los estafilococos En particular el S. epidermidis, son miembros de la flora normal de la piel
humana y de los aparatos respiratorio y gastrointestinal; estos regularmente se encuentran

en las vestimentas y ripa de cama, asi como en otros fomites del entorno.

El S. aureus patdgeno invasor produce coagulasa y muestra tendencia a generar un
pigmento amarillo y a causar hemolisis. Los estafilococos no patégenos y no invasores como
el S. epidermidis son coagulasa negativo y tienden a no ser hemoliticos. Estos
microorganismos pocas veces producen supuracién pero pueden infectar o causar
enfermedad en personas inmunodeficientes. Por lo general el S. saprophyticus es no
pigmentado, resiste a la novobiocina y no es hemolitico; causa infecciones del aparato
urinario en mujeres jovenes (Brooks et al. 2002).

En humanos, el prototipo de una lesion estafilococica es el foranculo y otros abscesos
localizados. Los grupos de S. aureus establecidos en un foliculo piloso conducen a necrosis
tisular (factor dermonecrosante). La supuracion focal (absceso) es caracteristica de la
infeccion por estafilococos. Este también puede causar neumonia, meningitis, empiema,
endocarditis 0 septicemia con supuracion en cualquier érgano. Los de menor invasividad

participan en muchas infecciones cutaneas. (Brooks et al. 2002).
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En serpientes ocasionalmente se pueden identificar bacterias grampositivas como
estafilococos coagulasa positiva y negativo (Meredith y Redrobe 2012). En periodos de

inmunosupresion causan problemas de tegumento y dermatitis vesicular necrotizante.

Pese a que los estafilococos coagulasa-positivos se consideran patogénicos para los
humanos, los CP de los perros (Staphylococcus intermedius) y delfines (Staphylococcus

delphini) muy pocas veces causan enfermedades en humanos (Brooks et al. 2002).

2.4.3.2.3. Pruebas diagnésticas de laboratorio

En los frotis tefiidos se observan estafilococos tipicos, no es posible distinguir los saprofitos
de los patégenos (Brooks et al. 2002). Sin embargo con pruebas como la catalasa y

coagulasa se pueden diferenciar especies.

Las muestras sembradas a 37 °C en placas de agar sangre producen colonias tipicas en 18
horas, pero no pueden presentar hemolisis o produccion de pigmentos sino hasta varios dias
después y ambos procesos son 6ptimos a temperatura ambiente (Brooks et al. 2002).

Los estafilococos producen catalasa, que convierte el peréxido de hidrogeno en agua y
oxigeno. La prueba de la catalasa puede diferenciar los estafilococos, que son positivos, de
los estreptococos, que son negativos. Para realizar esta prueba se coloca una gota de
solucion de peréxido de hidrogeno sobre una muestra de bacterias en crecimiento intenso

sobre agar inclinado y se observa la aparicién de burbujas (Brooks et al. 2002).

En la prueba de coagulasa, el plasma citratado de conejo (o humano), diluido 1:5 se mezcla
con un volumen igual de caldo de cultivo o colonias en crecimiento sobre agar sangre y se
incuba a 37 °C. Se incluye como control un tubo de mezclado con caldo estéril. Si se forma

coagulo en 1 a 4 horas la prueba es positiva (Brooks et al. 2002).

Otras pruebas como la de susceptibilidad por microdilucién en caldo o por difusién en disco a
los estafilococos aislados de infecciones de importancia clinica en humanos son realizadas
para establecer tratamientos. Asi como las pruebas serolégicas y de tipificacion en
infecciones profundas y prolongadas. Estas pruebas tienen poco valor practico (Brooks et al.
2002).
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios la popularidad de los reptiles, incluyendo a las serpientes, ha producido
un incremento considerable, en el nUmero de ejemplares conservados en cautiverio, como
animales de compafilia no convencionales. Este tipo de conducta, genera una serie de
problemas para la salud publica, que en nuestro pais no se tiene en cuenta. A pesar de ello,
aumenta la frecuencia de especies de las familias Boidae y Colubridae, que son llevadas a

consultas generales en clinicas veterinarias (Meredith y Redrobe 2012).

Generalmente se discuten las zoonosis, transmitidas por animales de produccion pecuaria y
mascotas, como perros y gatos; pero el desconocimiento es muy amplio cuando se trata de
animales silvestres, en especial de reptiles y anfibios (Barragan 2002). Corresponde al
médico veterinario, conocer e informar de las enfermedades zoonéticas por contacto, y los
riesgos de mantener serpientes venenosas y no venenosas (Boidae y Colubridae) en
cautiverio. Ademas de brindar la informacion necesaria, sobre los cuidados y manejos

adecuados, para prevenir cualquier tipo de enfermedades en las serpientes.

Dentro de las bacterias que habitan como flora normal en réptiles, destaca la Salmonella
spp, ubicada en el tracto gastrointestinal, que puede producir patologias gastroéntericas por
el resultado del intercambio entre los cuidadores. Otras bacterias identificadas son las
Aeromonas, Klebsiella, Staphylococcus, Proteus, Pseudomonas, Clostridium y Streptococcus
(Barragdn 2002); que son capaces de producir zoonosis por contacto. Siendo mas
susceptibles de adquirirlas personas, con el sistema inmunolégico comprometido: nifios y
ancianos (Folch 2004). Presentando también un riesgo ocupacional para veterinarios,

bidlogos, herpetélogos, auxiliares de serpentarios y personas en general.

La flora microbiana, que poseen los animales poiquilotermos como las serpientes, no solo es
mayor, sino que también diferente, a la que se encuentra en animales homeotermos como
los mamiferos (Carriquiriborde 2010); por ello los factores ambientales o climatolégicos,
pueden causar inmunosupresion al animal. Y Un ambiente seco produce disecdisis (muda
anormal). y asi como erosiones. Si el terrario no cuenta con una fuente de calor adecuada,

provoca hipotermia, afectando las enzimas digestivas y alterando el sistema inmune.
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Investigaciones realizadas en la cavidad oral de las serpientes, para la identificacion de
bacterias, se han limitado a las especies venenosas (por las bacterias que inocula en el
momento de la mordedura); sin considerar que las no venenosas también poseen bacterias,
y la principal diferencia, es el potente veneno del cual carecen algunos colubridos, boas y
pitones (Blandon Marin 2009).

Es la primera vez, que en El Salvador se investiga la flora bacteriana de la cavidad oral de
las serpientes no venenosas, en cautiverio. Su principal importancia surge debido a que la
mayoria de estos microorganismos, son patdgenas oportunistas, que forman parte de la flora
organica normal; pudiendo causarles enfermedades en periodos de inmunosupresion
(Meredith y Redrobe 2012); identificando estos microorganismos, se tiene una referencia
mas certera para aplicar tratamientos especificos, mejorando el estado de salud del animal
en menor tiempo, y se previene a la vez, que los farrmacos de amplio espectro, sean

inefectivos y se genere resistencia debido a tratamientos inadecuados.

Por lo tanto, la importancia de la identificacion de la flora bacteriana oral, de serpientes no
venenosas, estd relacionada principalmente con la prevencion de enfermedades en las
serpientes y seres humanos. Al realizar revisiones veterinarias periodicas a las serpientes y
chequeos de laboratorio, se puede determinar la presencia de estas bacterias, previniendo
las zoonosis y cualquier otro tipo de afeccion, que se presente en el ejemplar como:

parasitosis, anemias y mal formaciones 6seas entre otras.

Asimismo el Parque Zooldgico Nacional de El Salvador, se ve favorecido, adquiriendo
nuevos conocimientos por medio de ésta investigacién; pues al no contar con un
departamento de investigacion interna, se promueve mejorar en lo posible, la salud y calidad
de vida de los ejemplares en estudio. Ademas de prevenirles zoonosis a la encargada del

herpetario y los colaboradores que se encuentren en estrecho contacto con las serpientes.
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4. HIPOTESIS CIENTIFICA
Al realizar cultivos bacterianos de la cavidad oral en serpientes de la familia Boidae y
Colubridae del Herpetario del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se identificaran
bacterias aerobias y anaerobias que pueden producir zoonosis.
5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

5.1. Objetivo General
Determinar la presencia de flora bacteriana en la cavidad oral, a partir de hisopados en
serpientes en cautiverio de las familias Boidae y Colubridae en el Parque Zoolégico Nacional
de El Salvador.

5.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar géneros y especies de las bacterias presentes en cavidad oral.

e Clasificar las bacterias de caracter zoonético.

e Comparar géneros de bacterias identificadas entre las familias Boidae y Colubridae.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales
Materiales utilizados para la toma de muestra

e Alcohol

o Algoddn

e Bolsas para basura

e Cajas de transporte para serpientes

e Camara fotografica y de video

e Fo6sforos
e Guantes
e Hielera

e Hisopos estériles

e Libreta de anotaciones
e Mascarillas

e Mechero/soplete

e Mesa

o Papel de empaque

o Papel toalla.

e Pinzas

e Tiras reactoras para pH

e Tirro
Materiales utilizados en el procesamiento de muestras

e Aceite de inmersion

e Agar base MacConkey #3 500 gr.
e Agar base sangre 500 gr.

¢ Agua potable

e Asas de nicromo

e Bandeja para coloracion de Gram
e Bases para pruebas bioquimicas

e Beaker 50 ml.



e Cajas Petri desechables de 100 x 15 mm.
e Espétula

e Gabachas

o Gel refrigerante

e Gradillas

¢ Hidréxido de potasio

e Jarra de Gas Pack

e Kit de tincion de Gram (Cristal violeta, lugol, alcohol acetona, safranina)
e Marcadores indelebles

e Peroxido de hidrogeno

e Portaobjetos

e Reactivo de Erlich

e Reactivo de Kovacks

e Sangre 100 ml.

e Sobres de GasPack

e TermoOmetro ambiental

e Tubos de ensayo 13 x 100

e Tubos de ensayo 16 x 25

Equipo utilizado en el procesamiento de muestras:

e Autoclave

e Balanza analitica
e Hot plate

e Incubadora

e Mechero

e Microscopio

e Refrigeradora

e Tambo de gas

36



37

6.2. Metodologia de campo

6.2.1. Ubicacion
La investigacion se llevd a cabo en el Herpetario del Parque Zooldgico Nacional de El
Salvador en el Barrio San Jacinto, que se encuentra en final calle Modelo, departamento de
San Salvador, El Salvador (Figura A-11), cuenta con 8.5 manzanas de extension, y una
ubicacion satelital de 650 metros sobre el nivel del mar (msnm), 13° 41.038" Ny 89° 11.767"
O. El procesamiento de las muestras se realizé en un Laboratorio clinico del sector privado,

ubicado sobre la 27 avenida norte y 23 calle poniente, San Salvador.

6.2.2. Duracién de la investigacion
El desarrollo de la investigacion tuvo una duracién de 6 meses, comprendiendo el periodo

entre el 31 de mayo al 29 de noviembre del 2013.

6.3. Descripcién del estudio

En la fase de campo se muestrearon un total de 60 serpientes, 14 pertenecientes a la familia
Colubridae y 46 a la familia Boidae (Cuadro A-1). A las cuales se les realizo tres hisopados
de la mucosa oral, a mas de 15 ejemplares por dia, con la ayuda del personal encargado del
Parque. La toma de muestra y el procedimiento de laboratorio fue llevado a cabo segun una

marcha de laboratorio estructurada para la investigacion (Anexo A-1).

El primer hisopo se efectu6 para frotis directo, se prepar6 rozando la muestra en un
portaobjeto, se dejo secar a temperatura ambiente, flameando a posterior la base para fijar la
muestra. El segundo, utilizado para cultivo de bacterias aerobias, se inocul6 y estrié en una
placa de agar sangre, realizando este mismo procedimiento en una placa de agar
MacConkey. El tercero, para cultivar bacterias anaerobias, se profundizo un poco mas al
momento de tomar la muestra, esta vez en una placa de agar sangre para ser colocada en
una Jarra de Gas Pack en la cual se depositd un sobre para crear ambiente anaerdbico.
Para finalizar se colocé una tira reactiva en la cavidad oral impregnandola con saliva para la

medicion de pH.

Las muestras obtenidas fueron procesadas en el laboratorio, realizando tinciones de Gram a

los frotis directos. Se incubo y dio lectura macroscépica a los cultivos bacterianos una vez
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transcurrido el tiempo adecuado. Asi como la ejecucién de pruebas bioquimicas para
determinar los géneros y especies de las bacterias.

Figura 11. Toma de muestra y frotis directo: a) Abertura de cavidad oral; b, c, d, €) toma de

muestra,; f) laminilla para frotis directo.
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Figura 12. Toma de pH en saliva de serpientes: a) Tiras impregnadas con saliva de
serpientes; b) Lectura de pH.

6.4. Metodologia de laboratorio

Una vez tomadas las muestras fueron transportadas al laboratorio para ser procesadas. Las
cajas con las siembras se incubaron proporcionandoles las condiciones requeridas para el
crecimiento bacteriano y los frotis directos tefiidos al Gram, se visualizaron en el microscopio
llegando hasta el objetivo de inmersién con el fin de observar de manera general la
microscopia de posibles bacterias a determinar; posteriormente se anotan los resultados
obtenidos. Transcurrido el tiempo de incubacién se procedi6 a la lectura de las colonias mas
representativas: determinando tamafo, bordes, elevaciones, cromogénesis (Pelczar 1982)
entre otras caracteristicas que nos aportaron datos sobre que bacteria habia crecido.
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Figura 13. Frotis directo y microscopia bacteriana: a,b) tincién al gram y observacion bajo el

objetivo de inmersion; c,d) determinacion de microscopia bacteriana.

Figura 14. Lectura de bacterias representativas 0 macroscopia: a,b) determinacién de

tamafio, bordes, elevaciones y otras caracteristicas macroscoépicas.

Para las bacterias aerobias a partir de las colonias mas representativas se tomé muestras
para tinciones de Gram y segun los resultados, grampositivas 0 gramnegativas, se
determinaron las pruebas a realizar. Para aquellas con resultado grampositivo, se realiz6 las
pruebas de catalasa y coagulasa, como prueba adicional se utiliz6 el Taxo A o Bacitracina

para verificar los resultados (UES 2012).
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I Reaccion grampositivo I
1

| Prueba de la catalasa |
| |

I Prueba de la coagulasa I

Figura 15. Pruebas realizadas para resultados de bacterias grampositivas

Figura 16. Pruebas para bacterias Gram positivas: a, b) muestras Gram positivas; c, d)

pruebas de la catalasa y coagulasa.

En aquellas en que la tincion del frotis dio resultado Gram Negativo, se realizaron las
pruebas bioquimicas de Tres azucares y hierro (TSI), las pruebas de Indol, Rojo de Metilo,

Voges-Proskauer, citrato (Pruebas IMVic), ornitina, urea y movilidad. Las reacciones que
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presentaron fueron confrontadas con tablas para identificacion de Enterobacterias (Anexo F-
1), caracterizando asi las bacterias (Gini 1995).

Figura 17. Pruebas bioquimicas y determinacion de bacterias: a) bacterias Gram negativas;

b) diferentes pruebas bioquimicas realizadas; c, d) confrontacion de los resultados con tablas

para determinar enterobacterias.
Para las bacterias anaerobias sembradas en agar sangre a partir de la identificacién
macroscopica y tinciones de gram se realizaron pruebas bioquimicas para determinacion de
Enterobacterias.

6.5. Metodologia estadistica

El método estadistico seleccionado para la investigacion es el andlisis descriptivo:

Univariado, Bivariado en el que se desarroll6 un ensayo Multivariable empleando regresion
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logistica. Con ello se busco presentar las caracteristicas principales de los resultados de
toda la poblacion en estudio (Bonilla 1995).

Las variables que se tomaron en cuenta fueron seleccionadas en base a las serpientes, las
bacterias y detalles de su entorno. Siendo estas: el nombre cientifico de las serpientes, el
sexo, peso en onzas, tipo de dentadura, alimentacién y pH de la saliva, EI género y nombre
cientifico de las bacterias, si son 0 no zoonoticas, las bacterias anaerdbicas y aerébicas
aisladas, la reaccién al gram y la morfologia microscépica de las bacterias, la cantidad de

serpientes por terrario, la temperatura, la iluminacién y los componentes de cada recinto.

Para el procesamiento de datos se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 21, disefiado
para una amplia gama de procedimientos estadisticos para andlisis e informes basicos,
incluyendo recuentos, tablas de contingencia y estadisticas descriptivas. En este se
introducen los datos bajo un formato del tipo de hoja de célculo, a partir de esa matriz de
datos se realizaron cuadros de doble entrada para detallar los resultados. Los cuadros se

dividen en un andlisis univariado que describié el comportamiento individual de las variables,

validando la cantidad de poblacién utilizada en el analisis que en todos los casos son el

100% de las serpientes (60 ejemplares), asi como un analisis bivariado que destac6 como

una variable (variable independiente) afectaba el comportamiento de otra variable (variable
dependiente), estos datos fueron resumidos en tablas de doble entrada. Finalizando con
andlisis Multivariable el cual se utilizd6 para destacar las interacciones de las variables
dependientes e independientes que con los 2 analisis anteriores no se podian representar

(Nanculef, 2009). La relacion entre las variables se demostré de manera grafica.
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Cuadro 2. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el de la bacteria determinada.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*NOMBRE CIENTIFICO DE LA BACTERIA
Bacterias Negativo() Enterobacter [Escherichia [Hafnia |Proteus |Proteus |Proteus (Shigella [Staphylococcus  [Staphylococcus N (%)
Serpientes ¢ sp. coli alvei |sp. mirabilis |vulgaris |sonnei [albus coagulasa (-) [sp.
Lampropeltis
) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
triamgulum
Trimorphodon
. 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
hiscutatus
Leptodeira
0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
annulata
Pantheropi
antheropis 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1(1.7%)
guttatus
Senticolis triaspis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
getula
Masticophis
. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(L.7%)
M r
asm.gOd yas 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophis
p. P 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mexicanus
Python
. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
brongersmai
Morelia spilota 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
Boa constrictor 16 0 1 2 3 1 3 1 0 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1(L.7%)
Python reticulatus 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1(1.7%)
Python molurus 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1 3(5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1(1.7%)
Total 28 2 5 3 4 1 4 1 1 1 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 18. Grafico de analisis descriptivo de doble entrada relacionando el nombre cientifico

de la serpiente con el de la bacteria determinada.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoologico Nacional de El Salvador se encontraron las
siguientes bacterias: 28 resultados negativos, 2 Enterobacter sp.(Phyton molurus o piton
indio),5 Escherichia coli (Trimorphodum biscutatus o lira (1)),(Leptodeira annulatta o

ranera(2)), (Phyton regius o piton real (1)), (Boa constrictor o masacuata (1)), 3 Hafnia alvei
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(Boa constrictor o boa colombiana (2)),(Phyton reticulatus o piton reticulada(1)), 4 Proteus
sp. (Boa constrictor o boa colombiana y masacuata (3)), (Phyton molurus o piton indio (1)),
11 Proteus mirabilis (Boa constrictor 0 masacuatas y Boa constrictor o colombianas), 4
Proteus vulgaris (Boa constrictor o boa nicaragiiense (3) Eunectes notaeus o anaconda
amarilla (1)),1 Shigella sonnei (Boa constrictor o masacuata), 1 Staphylococcus albus
coagulasa (-) (Pantheropis guttata o serpiente de maiz) y 1 Staphylococcus sp. (Spilotes

pullatus o Chichicua).

Cuadro 3. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de las

bacterias clasificandolas como zoonéticas 0 no zoonéticas.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS COMO ZOONOTICAS O NO ZOONOTICAS
BACTERIA QONOSIS Negativo(*) Zoonoéticas No Zoonéticas N (%)

Negativo(*) 28 0 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 2 2(3.3%)
Escherichia coli 0 5 0 5(8.3%)
Hafnia alvei 0 0 3 3(5.0%)
Proteus sp. 0 0 4 4(6.7%)
Proteus mirabilis 0 0 1 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 0 4 4(6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 1(1.7%)
S : : o
Staphylococcus sp. 0 0 1 1(1.7%)

Total 28 6 26 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 19. Grafico del analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de

las bacterias clasificandolas como zoondticas o no zoonéticas

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontraron 28
resultados negativos, 6 bacterias de clasificacion zoonética (Escherichia coli (5), Shigella

sonnei (1)) y 26 bacterias de clasificacion no zoonética (Enterobacter sp (2), Hafnia alvei (3),
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Proteus sp. (4), Proteus mirabilis (11), Proteus vulgaris (4), Staphylococcus sp. (1), Y
Staphylococcus coagulasa (-)(1)).

Cuadro 4. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de las

serpientes con los géneros de las bacterias segun clasificacién taxonémica.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*GENERO DE LABACTERIA SEGUN CLASIFICACION TAXONOMICA
eneros B. . L . .
. Negativo(*) Enterobacter Escherichia Hafnia Proteus |Shigella |Staphylococcus N (%)
Serpientes
L Iti
ampropews 2 0 0 0 0 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
Tri hod
rimorphodon 1 0 1 0 0 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 0 0 2 0 0 0 0 2 (3.3%)
Panth i
antheropis 0 0 0 0 0 0 1 1(1.7%)
guttatus
Senticolis triaspis 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Masti -
aSt'wph's 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
M
aStOQOdryas 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Lept."ph's 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mexicanus
Python brongersmai 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 1 0 1 0 0 0 0 2(3.3%)
Boa constrictor 16 0 1 2 17 1 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 0 0 0 0 0 1 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 1 0 0 0 1(1.7%)
Python molurus 0 2 0 0 1 0 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 0 1 0 0 1(1.7%)
Total 28 2 5 3 19 1 2 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 20. Grafico del analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de

las serpientes relacionandolas con los géneros de las bacterias segun clasificacion

taxondmica.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron los
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siguientes géneros de bacterias: 28 resultados negativos, 2 Enterobacter, 5 Escherichia, 19

Proteus, 3 Hafnia, 1 Shigella 'y 2 Staphylococcus.

Cuadro 5. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el sexo determinado por canulas.

TABLA DE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE* DETERMMINACION DE SEXO POR CANULAS
Serpientes Sexo Macho Hembra N (%)
Lampropeltis triamgulum 1 1 2 (3.3%)
Trimorphodon biscutatus 1 1 2 (3.3%)
Leptodeira annulata 1 1 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 0 1 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 1(1.7%)
Masticophis mentovarius 0 1 1(1.7%)
Conophis lineatus 0 1 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 0 1 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 0 1 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 1(1.7%)
Python regius 0 2 2 (3.3%)
Boa constrictor 5 32 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 1 1(1.7%)
Python reticulatus 1 0 1(1.7%)
Python molurus 3 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 1 1(1.7%)
Total 16 44 60 (100%)




51

i

-|..!.||t.1.__m.ﬁ.~ﬂ_m...u1 nofaels
T.U..wxm._r.:u..i rolurLns
T.Upr.\w._r.:u..i reficuilatus

-|,m..U._.._._H.m.m.,m, Duilatus

R, — = e constrctor
.|._U..w.\m._r..0.1._ reouLs
—|._a.....”u_.||...1.m.._.....u.|.. soiiotas
—l._U..w\m._T.:U..w._ brongersnay

-|._.I.m...uu~ﬂ_.||....uu._r..._.,.u1 e icCanus

-|._a_.xw.m.,m,~ﬂﬂ.,@0_uu...:.v\.m.m dorsalis

-|O_U.1.__U..U._T..._...UJ Mneafus

-|._a_....w.m.,m,m._.nu_u..nu._r..._.,m, rmenfovarius
_|._.I.m....ﬂ.._.nu..\_u..nu.m.._,m._‘,m, gtz
Tm.m..q.._m._.nu_u._.._.,m, friasmois

-‘._U.m..im.__u.m...w_u_.ﬁu._.,.w gQuittatus

-|._.I.m..3m0nu..m.._..1.m. annnuliata

-|u_.|.1._..1ﬂ|.__.||...1..nu._r.._.||..nu._u...1._ biscutfatfus

-|._.I.m..11|._..uu..\_u...uu.m.._.m._.,m, frigrmguiiLimm

_|._|.||,_L_.1._.m.nu.m.m.,m, Nnoftaeus
Il.U..w«w..J.U.J rrolLarLs
-‘.U“w«m.__u_u_.qu reficuiiatfus
T,m..nu._.._._u.m.m.,m, ouiiafous
I|.m..||...m. constricfor
T.U“w\m.__u.._u...n_ reoius
-|._a_....w_U.1.m.._.....m. soiiotas
-|..U.._..\~ﬂ._r.._u..1._ bBrongersmnay
—|._.I.m...Um_H...U._T..._.,m, e xIicCanus
Tb.xw.m.,m,mﬁ.m_ﬂ.nu..ik}m.,m, dorsailis
TOD.«..__U..U._J._.,W fineatftus
Tb.xw.m.,.UJm._.nH_U..U._J._.UJ rmenfovariuns
-l._.l.m....ﬂu._..uu.-\_u..nu.m.._.m._.,m, oeful=s
-|m..m..1._m._.0_u.._.._.,.u1 frigsmois
T.U.m.ﬁqu.m.ﬁﬁ..ﬁu._.,m, guittatus
-|._.I.m...uu~ﬂ_u.nu..m.._...\.m. annuliats
-|u_.|.1._..1...1.__U.1..U._T.:U_U_._U..1._ biscufatfus
_ _ -_|._.I.m....ﬂ.._.nu..\_u..nu.m.._.m._.,m, frigrmguiiLirm

— — —

L}
ojuS NS

ki

NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE

NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE

MACHOS

HEMBRAS

DETERMINACION DE SEXO POR CANULAS SEXADORAS

Figura 21. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el sexo determinado por canulas.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontraron 16

hembras y 44 machos.
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Cuadro 6. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la bacteria

con el sexo de la serpiente determinado por canulas.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*DETERMINACION DE SEXO POR CANULAS

Bacterias Sexo Macho Hembra N (%)
Negativo(*) 8 20 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 2 3 5 (8.3%)
Hafnia alvei 1 2 3 (5.0%)
Proteus sp. 1 3 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 2 9 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 4 4 (6.7%)
Shigella sonnei 0 1 1(1.7%)
oy = : L o
Staphylococcus sp. 0 1 1(1.7%)
Total 16 44 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacién.
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Figura 22. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando el nombre cientifico de

la bacteria con el sexo de la serpiente determinado por canulas.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zool6gico Nacional de El Salvador se encontraron 9 tipos
diferentes de bacterias tanto en hembras como en machos de los cuales se obtuvo 28
resultados negativos (8 en hembras y 20 en machos), 2 Enterobacter sp. (2 en hembras y 0
en machos), 5 Escherichia coli (2 en hembras y 3 en machos), 19 Proteus (sp, mirabilis o
vulgaris) (3 en hembras y 16 en machos), 3 Hafnia alvei (1 en hembras y 2 en machos), 1

Shigella sonnei (en un macho) y 2 Staphylococcus (albus coagulasa (-) y sp.) En machos).
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Cuadro 7. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el peso en onzas segun su numero de clase (limite inferior y superior).

TABLADE CONTIGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*PESO EN ONZAS SEGUN SU NUMERO DE CLASE(LIMITE INFERIOR Y SUPERIOR)
) (LI1761.61- (LI3521.21- (LI5280.81- (LI7040.41- .
Serpientes 0 (L12.00-LSI761.60) || <ae71 o) LS5280.80) LS7040.40) LS8800.00) N (%)
Lampropeltis triamgulum 2 0 0 0 0 2(3.3%)
Trimorphodon biscutatus 2 0 0 0 0 2(3.3%)
Leptodeira annulata 2 0 0 0 0 2(3.3%)
Pantheropis guttatus 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Masticophis mentovarius 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 2 0 0 0 0 2(3.3%)
Boa constrictor 37 0 0 0 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 1 0 1(1.7%)
Python molurus 0 1 1 0 1 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Total 56 1 1 1 1 60 (100%)
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Figura 23. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el peso en onzas segun su numero de clase y limite inferior y superior.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 56 con un
peso en onzas dentro de la clase #1 (1i2.00-1s1761.60),1 en la clase #2 (li1761.61-1s3521.20),
1 en la clase #3 (1i3521.20-1s5280.80), 1 en la clase # 4(1i5280.81-Is7040.40) y 1 en la clase #
5 (1i7040.41-1s8800.00).
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Cuadro 8. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la bacteria

con el peso en onzas de la serpiente segun su nimero de clase y limite inferior y superior

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*PESO EN ONZAS SEGUN SU MERO DE CLASE(LIMITE INFERIOR Y SUPERIOR)
Bacterias Peso  |(LI2.00-LS1761.60) |(LI1761.61-LS3521.20) giiéégg) (LLS'%E?)%) ggggéé) N (%)
Negativo(*) 28 0 0 0 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 1 1 0 0 2(3.3%)
Escherichia coli 5 0 0 0 0 5(8.3%)
Hafnia alvei 2 0 0 1 0 3(5.0%)
Proteus sp. 3 0 0 0 1 4(6.7%)
Proteus mirabilis 1 0 0 0 0 11(18.3%)
Proteus vulgaris 4 0 0 0 0 4(6.7%)
Shigella sonnei 1 0 0 0 0 1(1.7%)
TR 1 : : : o fum
Staphylococcus sp. 1 0 0 0 0 1(1.7%)
Total 56 1 1 1 1 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 24. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria con el peso en onzas de la serpiente segin su numero de clase y limite inferior y

superior

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zool6gico Nacional de El Salvador se encontraron las

siguientes bacterias distribuidas dentro de los pesos en onzas de las clases #1 (li2.00-
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Is1761.60) (28 resultados negativos, 5 Escherichia coli, 2 Hafnia alvei, 3 Proteus sp, 11
Proteus mirabilis, 4 Proteus vulgaris, 1 Shigella sonnei, 1 Staphylococcus sp, 1
Staphylococcus albus coagulasa (-), en la clase #2 (1i1761.60-1s3521.20) 1 Enterobacter sp,
en la clase #3 (1i3521.21-1s5280.80) 1 Enterobacter sp, en la clase # 4(1i5280.81-Is7040.40) 1
Hafnia alveiy en la clase # 5 (li7040.41-1s8800.00)1 Proteus sp.

Cuadro 9. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
serpiente con su clasificacion de acuerdo a la disposicion de su dentadura.

[TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*CLASIFICACION SEGUN SU DENTADURA|
entadura . . .
0,
Serpientes Aglifa Opistoglifa N (%)
Lampropeltis triamgulum 2 0 2 (3.3%)
Trimorphodon biscutatus 0 2 2 (3.3%)
Leptodeira annulata 0 2 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 1 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 1(1.7%)
Masticophis mentovarius 1 0 1(1.7%)
Conophis lineatus 0 1 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 0 1 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 1 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 1(1.7%)
Python regius 2 0 2 (3.3%)
Boa constrictor 37 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 1 0 1(1.7%)
Python reticulatus 1 0 1(1.7%)
Python molurus 3 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 1 0 1(1.7%)
Total 54 6 60 (100%)
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Figura 25. Gréfico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con su clasificacién de acuerdo a la disposicion de su dentadura.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontraron 54 aglifas

y 6 opistoglifas.



60

Cuadro 10. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria y la clasificacion de acuerdo a la disposicion de la dentadura de la serpiente.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*CLASIFICACION SEGUN SU DENTADURA
Bacterias DRI Aglifa Opistoglifa N (%)
Negativo(*) 25 3 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 2 3 5 (8.3%)
Hafnia alvei 3 0 3 (5.0%)
Proteus sp. 4 0 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 11 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 4 0 4(6.7%)
Shigella sonnei 1 0 1(1.7%)
e b 1 e
Staphylococcus sp. 1 0 1(1.7%)

Total 54 6 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 26. Gréfico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria y la clasificacion de acuerdo a la disposicion de la dentadura de la serpiente.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoologico Nacional de El Salvador se encontraron las
siguientes bacterias clasificadas segun la disposicion de su dentadura 28 resultados
negativos (25 aglifa 3 opistoglifa), Escherichia coli( 2 aglifa 3 opistoglifa), Hafnia alvei ( 3
aglifa), Proteus sp. (4 aglifa), Proteus mirabilis (11 aglifa), Proteus vulgaris (4 aglifa),
Shigella sonnei (1 aglifa), Staphylococcus sp (1 aglifa), Staphylococcus albus coagulasa (-)

(1 aglifa), Enterobacter sp (2 aglifa).
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Cuadro 11. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con su clasificacion segun el tipo de alimentacion que recibe.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*ALIMENTACION

i i Aovef Pollo .. |Pollo
mentacion|Peques de Pinquis de . )
. a Raton a (1dia) Peludos |Lagartija (1dia)Ra |Conejo |Renacuajo [Rata N (%)
Serpientes raton rata deraton |y Raton
Rata ton
Lampropeltis
. prop 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
triamgulum
Trimorphodon
. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
biscutatus
Leptodeira
P 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2(3.3%)
annulata
Pantheropis
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
guttatus
Senticolis triaspis 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis
prop 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
getula
Masticophis
p. 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Mast
as O.QOdryaS 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophis
p. P 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1(1.7%)
mexicanus
Pyth
ython . 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
brongersmai
Morelia spilota 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2(3.3%)
Boa constrictor 0 0 0 9 2 0 26 0 0 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1(1.7%)
Python molurus 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 3(5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1(1.7%)
Total 10 2 1 11 2 1 27 1 2 3 60 (100%)
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Figura 27. Gréfico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con su clasificacion segun el tipo de alimentacion que recibe.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional De El Salvador se encontré la siguiente
clasificacion alimenticia peques de ratdn, pinquis de rata, pollo (1 dia) y rata, peludos de

raton, lagartija y raton, pollo (1 dia) y ratén, conejo, renacuajo y rata.
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Cuadro 12. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria y la clasificacion de la serpiente segun el tipo de alimentacion que recibe.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA BACTERIA*ALIMENTACION

: mentacion [Peques de Raton Pinquis de |Pollo Peludosde |Lagartijay  |Pollo Conejo Renacuajo  |Rata N (%)
Bacterias raton rata (1dia) Rata |raton Raton (1dia)Raton
Negativo(*) 7 2 1 2 2 1 13 0 0 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2(3.3%)
Escherichia coli 2 0 0 0 0 0 1 0 2 0 5 (8.3%)
Hafnia alvei 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 3(5.0%)
Proteus sp. 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 4(6.7%)
Proteus mirabilis 0 0 0 6 0 0 5 0 0 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1 4(6.7%)
Shigella sonnei 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1(1.7%)
Staphylococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
albus coagulasa (-)
:;aphylomcus 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)

Total 10 2 1 1 2 1 27 1 2 3 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 28. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria y la clasificacion de la serpiente segun el tipo de alimentacién que recibe.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontré la siguiente
clasificacién alimenticia con respecto a las bacterias determinadas: 28 resultados negativos,
E. coli, Staphylococcus albus coagulasa (-) en (peques de ratén), ninguna bacteria en
(pinquis de rata), E. coli, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Staphylococcus

sp. En (pollo (1 dia) y rata), ninguna bacteria en (peludos de raton, lagartija y ratén), Hafnia
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alvei, Proteus sp., Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Shigella sonnei en (pollo (1 dia) y
raton), Proteus sp. En (conejo), E. coli en (renacuajo) y Proteus vulgaris en (rata).

Cuadro 13. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con la temperatura del terrario.

TABLA DE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*TEMPERATURA DEL TERRARIO
t
- gmperaliia i, 4o 25°C 26°C 27°C N (%)
Serpiente
Lampropeltis
i 0 2 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
Trimorph n
rimorp e 0 2 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 2 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 0 0 1 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 0 0 1 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 0 0 1 0 1(1.7%)
Masticophis
‘cophl 0 1 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 0 1 0 0 1(1.7%)
Mastogodrya
stogodryas 0 1 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophi
eptophis 0 1 0 0 1(1.7%)
mexicanus
Python brongersmai 0 1 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 0 0 1 0 1(1.7%)
Python regius 0 0 0 2 2 (3.3%)
Boa constrictor 4 12 21 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 1 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 1 1(1.7%)
Python molurus 0 0 3 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 1 0 1(1.7%)
Total 6 22 29 3 60 (100%)
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Figura 29. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con la temperatura del terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontré 4 tipos de

temperaturas 24, 25, 26 y 27 grados centigrados en diferentes terrarios.
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Cuadro 14. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria con la temperatura del terrario.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*TEMPERATURA DEL TERRARIO
o cterins Temperatura 1, o 25°C 26°C 27°C N (%)
Negativo(*) 3 9 15 1 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 2 2 0 1 5 (8.3%)
Hafnia alvei 0 2 0 1 3 (5.0%)
Proteus sp. 0 1 3 0 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 0 6 5 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 1 0 3 0 4(6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 0 1(1.7%)
f;i%?j{;z;o(?;us e 0 0 1 0 1(1.7%)
Staphylococcus sp. 0 1 0 0 1(1.7%)
Total 6 22 29 3 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 30. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con la temperatura del terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoologico Nacional de El Salvador se encontraron los
siguientes tipos de bacterias con respecto a las diferentes temperaturas de los terrarios 24°c

(E. coli y Proteus vulgaris), 25°C (E. coli, Hafnia alvei, Proteus sp., Proteus mirabilis, Shigella
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sonnei y Staphylococcus sp.) 26°C (Enterobacter sp, Proteus sp., Proteus mirabilis, Proteus

vulgaris, Staphylococcus albus coagulasa (-) y 27 °C (E. coli y Hafnia alvei).

Cuadro 15. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el niUmero de serpientes por terrario.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE *NUMERO DE SERPIENTES POR TERRARIO
Serpientes Terrario 1 2 3 4 9 21 N (%)
Lampr Iti

§ propettis 0 2 0 0 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
Trimorphodon

. P 0 2 0 0 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 0 2 0 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Masticophi

ast COp. S 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Mastogodryas

.g y 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophis mexicanus 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 0 2 0 0 0 0 2 (3.3%)
Boa constrictor 1 0 6 0 9 21 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python molurus 0 0 0 3 0 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 1 0 0 1(1.7%)
Total 12 8 6 4 9 21 60 (100%)
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Figura 31. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el nUmero de serpientes por terrario

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontré la siguiente

cantidad de serpientes por terrario: 1, 2, 3, 4, 9,21.
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Cuadro 16. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con el nUmero de serpientes por terrario

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA BACTERIA*NUMERO DE SERPIENTES POR TERRARIO
Bacterias # Terrario 1 2 3 4 9 21 N (%)
Negativo(*) 9 4 2 0 1 12 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 2 0 0 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 0 4 1 0 0 0 5(8.3%)
Hafnia alvei 1 0 0 0 2 0 3 (5.0%)
Proteus sp. 0 0 1 1 0 2 4(6.7%)
Proteus mirabilis 0 0 0 0 6 5 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 0 1 1 0 2 4 (6.7%)
Shigella sonnei 0 0 1 0 0 0 1(1.7%)
f;i‘;?{:;‘;o(‘f)c Us Ellare 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Staphylococcus sp. 1 0 0 0 0 0 1(1.7%)

Total 12 8 8 2 9 21 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 32. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con el nimero de serpientes por terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador se encontré la siguiente
cantidad de serpientes por terrario y cada una de las bacterias determinadas
respectivamente: terrario en donde solo hay 1 serpiente (Staphylococcus albus coagulasa (-)

y Staphylococcus sp.),terrario donde hay 2 serpientes (E. coli), terrario en donde hay 3
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serpientes (E. coli, Proteus sp., Proteus vulgaris y Shigella sonnei), terrario en donde hay 4

serpientes (Enterobacter sp., Hafnia alvei, Proteus sp., Proteus vulgaris),terrario en donde

hay 9 serpientes (Hafnia alvei, Proteus sp y Proteus mirabilis.), terrario en donde hay hasta

21 serpientes (Proteus mirabilis y Proteus vulgaris).

Cuadro 17. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con el tipo de iluminacién del terrario.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*TIPO DE ILUMINACION DEL TERRARIO

minacion P
. il ! Natural Artificial N (%)

Serpientes

Lampropeltis triamgulum 2 2 (3.3%)
Trimorphodon biscutatus 2 2 (3.3%)
Leptodeira annulata 2 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 1 1(1.7%)
Senticolis triaspis 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 1(1.7%)
Masticophis mentovarius 1 1(1.7%)
Conophis lineatus 0 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 0 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 1(1.7%)
Morelia spilota 1 1(1.7%)
Python regius 2 2 (3.3%)
Boa constrictor 37 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 1 1(1.7%)
Python reticulatus 1 1(1.7%)
Python molurus 3 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 1 1(1.7%)

Total 56 60 (100%)
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Figura 33. Grafico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
serpiente con el tipo de iluminacién del terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 2 tipos de

iluminacion en los terrarios las cuales son naturales y artificiales.
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Cuadro 18. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con el tipo de iluminacion del terrario.

[TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*TIPO DE ILUMINACION DEL TERRARIO

luminacion e
. Natural Artificial N (%)
Bacterias
Negativo(*) 24 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 2 2 (3.3%)
Escherichia coli 5 5 (8.3%)
Hafnia alvei 3 3 (5.0%)
Proteus sp. 4 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 11 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 4 4 (6.7%)
Shigella sonnei 1 1(1.7%)
Staphylococcus albus
phy 1 1(1.7%)

coagulasa (-)
Staphylococcus sp. 1 1(1.7%)

Total 56 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 34. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con el tipo de iluminacién del terrario.
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Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 2 tipos de
iluminacion en los terrarios las cuales son natural y artificial y cada uno de estos con las
bacterias determinadas respectivamente obtuvimos 28 resultados negativos en general, en la
iluminacion artificial (ninguna bacteria) y en la iluminacion natural (todas las bacterias
determinadas: Staphylococcus sp, Staphylococcus albus coagulasa (-), Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Hafnia alvei, Shigella sonnei, Proteus sp, Proteus mirabilis y Proteus

vulgaris).

Cuadro 19. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con los componentes de ambientacién del terrario.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*AMBIENTACION DEL TERRARIO
bientacion (Piso detierray |Piso de cementoy F.’ISO ol Piso de

Serpient tronco tronco tierra,tronco y cemento,tronco y N (%)

SISist pileta pileta
Lémpmpeltls 2 0 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
T

rlmorphodon 2 0 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 2 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 0 1 0 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 0 1 0 0 1(1.7%)
Mastlcophls 0 0 0 1 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 1(1.7%)
M

aSto.g(’dryas 1 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophis mexicanus 1 0 0 0 1(1.7%)
Python brongersmai 0 0 0 1 1(1.7%)
Morelia spilota 0 1 0 0 1(1.7%)
Python regius 0 2 0 0 2 (3.3%)
Boa constrictor 21 16 0 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 1 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 1 1(1.7%)
Python molurus 0 0 3 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 1 0 1(1.7%)

Total 31 22 4 3 60 (100%)
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Figura 35. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con los componentes de ambientacién del terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 4 tipos

diferentes de ambientacion en los terrarios estos son: 1 piso de tierra y troncos, 2 piso de

cemento y troncos, 3 piso de tierra; troncos y pileta de agua, 4 piso de cemento; troncos y

pileta de agua).



80

Cuadro 20. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con los componentes de ambientacion del terrario.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*AMBIENTACION DEL TERRARIO
mbientacion [Piso detierray Piso de cemento F.)ISO de Piso de
. {ronco tronco tierra,troncoy |cemento,troncoy N (%)
Bacterias y pileta pileta
Negativo(*) 19 7 0 2 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 3 2 0 0 5(8.3%)
Hafnia alvei 0 2 0 1 3 (5.0%)
Proteus sp. 2 1 1 0 4(6.7%)
Proteus mirabilis 5 6 0 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 2 1 1 0 4(6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 0 1(1.7%)
taphyl |

Staphylococcus albus . | . . 1(1.7%)
coagulasa (-)
Staphylococcus sp. 0 1 0 0 1(1.7%)

Total 31 22 4 3 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.



81

0=

15=

S

5_
[ _— - -

-
c o
o 15
PISO DE CEMENTO Y TRONCOS §3 10
i

5_. --—.————

U_
pliy

PISO DE TIERRAY TRONCOS

Recuean

COMPOMENTES DE AMBIENTACIONMN
DEL TERRARIO

c
0 15
PISO DE TIERRA, TRONCOS Y PILETADE AGUA 38 10
5-
o —l—_— s e
c 207
g 157
PISO DE CEMENTO, TRONCOS Y PILETADE AGUA 38 1-
g 7
T T T T T T T T
Y m m I T T T 0 0
ST G O I R A
et 3 3 5 o5 o5 § 0
b i b ¥ ¢ ¢ ¢ 2 3
850§ a4 L 9 0 00 5
ogen 3§ g 3 & ¢ 0
SzoT 0 = 3 @ 3 0
I O 2
o= 5 o @
o
&l

Ses]oBg S QJUSNUISEID O oaneSau
=) esgimbeos sngie S'r?c:c:oc:o,r,-{qdegs_l

2y 2ued SEANENIISSSUCEL DU SSIIELNLLIE IO

NOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA

Figura 36. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con los componentes de ambientacion del terrario.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 4 tipos
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diferentes de ambientacion en los terrarios con sus respectivas bacterias determinadas
encontrando una mayor presencia de bacterias en las ambientaciones 1 y 2: piso de tierra 'y
troncos (E. coli, Proteus sp, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris.)Y piso de cemento y troncos
(E. coli, Proteus sp, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Shigella sonnei,

Staphylococcus albus coagulasa (-) y Staphylococcus sp).

Cuadro 21. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con las bacterias aerobias aisladas de cada especie.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*BACTERIAS AEROBIAS
. ki Estaphylococ . ;
. Aerob . Escherichia Hafnia
. qe. ferobes Negativo(*) . cusalbus Sh'ge”a . SERIP Enterobacter sp. | N (%)
Serpientes coli aenlasa () sonnei alvei ccus sp.
Lampropeltis
AMprop 2 0 0 0 0 0 0 2(33%)
triamgulum
T_”morphOdon 1 1 0 0 0 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 0 2 0 0 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropi
antheropis 0] 0 1 0 0 0 0 1(1.7%)
guttatus
Senticolis triaspis 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Masticophis
p. 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Mastogodryas
.g y 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
dorsalis
Leptophis
P . P 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
mexicanus
Python : 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
brongersmai
Morelia spilota 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 1 1 0 0 0 0 0 2(3.3%)
Boa constrictor 33 1 0 1 2 0 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 0 0 0 0 1 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 0 0 1 0 0 1(1.7%)
Python molurus 1 0 0 0 0 0 2 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 1 0 0 0 0 0 0 1(1.7%)
Total 47 5 1 1 3 1 2 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.



83

Jo

Negativo o E 2-
egativo s
0g

Escherichia coli é £
g 0

Staphylococeus coagulasa (4 o albus. éﬁ iy
08

' ' -
Shigella sonnei & £
Jo
. , QO

Hafniaalvei o £ 20-
Xo

Jo
Staphylococeus sp. EE 20

BACTERIAS AEROBIAS AlSLADAS DE CADA ESPECIE

Jo
Enterobacter sp. EE -

CTT T T T T T T T T T T TT1T T 71T
T2 O02C>CT0T20D0O0T0M
O R T B i G G
000 FyF0 =20 50020000
a-a%mgaggmg:m-:ogzzﬁ
'Gj“-ab-'ﬁ'g‘--Oﬂ-.(j-m'wh_ 'ﬁgm
0ogg203?a0 3220237
= EomomoDom = 3 P
TR 03T IS IaFeas0E R
>3 3¢ 00 3pax00”0Fyc0
B 2E 2000 2aF g Gz 0
32880 E 26003 G0
G <0 o 2 0 2 i
cy O g Ya =
£ = 3 o}
35 £

& [

NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE

Figura 37. Grafico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con las bacterias aerobias aisladas de cada especie.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 9 tipos de
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bacterias aerobias las cuales son: Escherichia coli, Staphylococcus albus coagulasa (-),

Shigella sonnei, Hafnia alvei, Staphylococcus sp y Enterobacter sp.

Cuadro 22. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con las bacterias anaerobias aisladas de cada especie.

TABLADE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*BACTERIAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS
. 25 (IS Negativo(*) Protyeus sp. Proteus mirabilis Proteu§ N (%)

Serpientes vulgaris
Lampmpe't's 2 0 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
T.rlmorphodon > 5 0 i 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 2 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 1 0 0 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 1(1.7%)
Masti hi

asticophis 1 0 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 1 0 0 0 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 1 0 0 0 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 1 0 0 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 2 0 0 0 2 (3.3%)
Boa constrictor 17 2 16 2 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 1 0 0 0 1(1.7%)
Python reticulatus 1 0 0 0 1(1.7%)
Python molurus 1 1 0 1 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 1(1.7%)

Total 37 16 4 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 38. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

serpiente con las bacterias anaerobias aisladas de cada especie.
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Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 3 tipos de
bacterias anaerobias facultativas las cuales son: Proteus sp, Proteus mirabilis y Proteus

vulgaris.

Cuadro 23. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con la reaccién al Gram.

TABLADE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*REACCION AL GRAM
Bacterias ram(+/ -) Negativo(*) S;Zthivo Gram positivo N (%)
Negativo(*) 28 0 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 0 5 0 5 (8.3%)
Hafnia alvei 0 3 0 3 (5.0%)
Proteus sp. 0 4 0 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 0 11 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 4 0 4 (6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 1(1.7%)
ST : : L o
Staphylococcus sp. 0 0 1 1(1.7%)

Total 28 30 2 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 39. Grafico andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con la reaccién al Gram.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 9 tipos de
bacterias clasificAndose con respecto a su reaccion al gram como 7 tipos gram negativos

(Escherichia coli, Shigella sonnei, Hafnia alvei, Proteus sp, Proteus mirabilis, Proteus
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vulgaris, y Enterobacter sp.) y 2 tipos gram positivos (Staphylococcus albus coagulasa (-) y
Staphylococcus sp).

Cuadro 24. Andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la

bacteria con su morfologia microscépica.

TABLA DE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LA BACTERIA*MORFOLOGIA MICROSCOPICA
Bacterias Morfologia Negativo(*) Bacilos Cocos N (%)
Negativo(*) 28 0 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 0 5 0 5 (8.3%)
Hafnia alvei 0 3 0 3 (5.0%)
Proteus sp. 0 4 0 4 (6.7%)
Proteus mirabilis 0 11 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 4 0 4 (6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 1(1.7%)
e : L i
Staphylococcus sp. 0 0 1 1(1.7%)
Total 28 30 2 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 40. Gréfico analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria con su morfologia microscépica.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron 9 tipos de

bacterias clasificAndose con respecto a su morfologia como 7 bacilos (Escherichia coli,

Shigella sonnei, Hafnia alvei, Proteus sp, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, y Enterobacter

sp.) y 2 cocos (Staphylococcus albus coagulasa (-) y Staphylococcus sp).
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Cuadro 25. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de las
serpientes con el pH de cada uno de los ejemplares muestreados.

TABLA DE CONTINGENCIA NOMBRE CIENTIFICO DE LA SERPIENTE*Ph
Serpientes pH 7 8 9 10 N (%)
Lam i

. propeltis 2 0 0 0 2 (3.3%)
triamgulum
Tri

. imorphodon 2 0 0 0 2 (3.3%)
biscutatus
Leptodeira annulata 2 0 0 0 2 (3.3%)
Pantheropis guttatus 1 0 0 0 1(1.7%)
Senticolis triaspis 1 0 0 0 1(1.7%)
Lampropeltis getula 1 0 0 0 1(1.7%)
Masticophi

asticophis 0 1 0 0 1(1.7%)
mentovarius
Conophis lineatus 0 0 1 0 1(1.7%)
Mastogodryas dorsalis 1 0 0 0 1(1.7%)
Leptophis mexicanus 1 0 0 0 1(1.7%)
Python brongersmai 1 0 0 0 1(1.7%)
Morelia spilota 1 0 0 0 1(1.7%)
Python regius 2 0 0 0 2 (3.3%)
Boa constrictor 0 32 5 0 37 (61.7%)
Spilotes pullatus 0 0 1 0 1(1.7%)
Python reticulatus 0 0 1 0 1(1.7%)
Python molurus 0 1 2 0 3 (5.0%)
Eunectes notaeus 0 0 0 1 1(1.7%)

Total 15 34 10 1 60 (100%)
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Figura 41. Grafica del andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de

las serpientes con el pH de cada uno de los ejemplares muestreados.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias

Boidae y Colubridae del Parque Zoologico Nacional de El Salvador se encontraron los
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siguientes rangos de pH: 7 (Lampropeltis triamgulum, Trimorphodon biscutatus, Leptodeira
annulata, Pantheropis guttatus, Senticolis triaspis, Lampropeltis getula, Mastogodryas
dorsalis, Leptophis mexicanus, Python brongersmai, Morelia spilota, Python regius, Conophis
lineatus), 8 (Masticophis mentovarius, Boa constrictor, Python molurus y Boa constrictor) 9
(Eunectes notaeus, Python reticulatus, Boa constrictor, Spilotes pullatus, Python molurus) 10
(Python molurus).

Cuadro 26. Analisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de la
bacteria con el pH de cada uno de los ejemplares muestreados.

TABLA DE CONTINGENCIANOMBRE CIENTIFICO DE LABACTERIA*pH

Bacterias H 7 8 9 10 N (%)
Negativo(*) 10 16 2 0 28 (46.7%)
Enterobacter sp. 0 0 2 0 2 (3.3%)
Escherichia coli 4 1 0 0 5 (8.3%)
Hafnia alvei 0 2 1 0 3 (5.0%)
Proteus sp. 0 3 1 0 4(6.7%)
Proteus mirabilis 0 9 2 0 11 (18.3%)
Proteus vulgaris 0 2 1 1 4 (6.7%)
Shigella sonnei 0 1 0 0 1(1.7%)
albus conguinsa) | : . G
Staphylococcus sp. 0 0 1 0 1(1.7%)

Total 15 34 10 1 60 (100%)

(*) Negativo o crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la investigacion.
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Figura 42. Gréfico de andlisis descriptivo de doble entrada relacionando nombre cientifico de

la bacteria con el pH de cada uno de los ejemplares muestreados.

Dentro de los resultados obtenidos en un total de 60 serpientes muestreadas de las familias
Boidae y Colubridae del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador se encontraron las
siguientes bacterias con respecto a cada uno de los tipos de pH: 28 resultados negativos pH

7(4 Escherichia coli, 1 Staphylococcus coagulasa (-)), pH 8 (1 E.coli, 2 Hafnia alvei, 3
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Proteus sp., 9 Proteus mirabilis, 2 Proteus vulgaris y 1 Shigella sonnei), pH 9 (2 Enterobacter
sp, 1 Hafnia alvei, 1 Proteus sp, 2 Proteus mirabilis, 1 Proteus vulgaris y 1 Staphylococcus
sp., pH 10 (1 Proteus vulgaris).

7.2. Analisis de Multivariable.

Cuadro 27. Codificaciones de la variable dependiente y categoérica.

Codificacion de la variable dependiente

Valor original Valor interno
NEGATIVO 0
BACTERIAS PATOGENAS POR INMUNOSUPRECION. 1

Codificaciones de variables categdricas (Variables independientes)

Codificacién de parametros
Frecuencia 1) 2) ?3) (4) (5) (6) (7) (8) (9)

CLASIFICADAS PEQUES DE RATON 10| 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 | .000 .000
SEGUN EL TIPO

RATON 2 .000 | 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 | .000 .000
DE

PINQUIS DE RATA 1 .000 .000 | 1.000 .000 .000 .000 .000 | .000 .000
ALIMENTACION

POLLITO Y RATA 11 .000 .000 .000 | 1.000 .000 .000 .000 | .000 .000
QUE RECIBEN

PELUDOS DE RATON 2 .000 .000 .000 .000 | 1.000 .000 .000 | .000 .000

LAGARTIJA Y RATON 1 .000 .000 .000 .000 .000 | 1.000 .000 | .000 .000

POLLITO Y RATON 27 .000 .000 .000 .000 .000 .000 | 1.000 | .000 .000

CONEJO 1 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 | 1.00 .000

0

RENACUAJO 2 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 | .000 | 1.000

RATA 3 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 | .000 .000
COMPONENTES | PISO DE TIERRA'Y 31| 1.000 .000 .000
DE TRONCOS
AMBIENTACION

PISO DE CEMENTO Y 22 .000 | 1.000 .000
DEL TERRARIO

TRONCOS

PISO DE TIERRA, 4 .000 .000 | 1.000

TRONCOS Y PILETA

DE AGUA

PISO DE CEMENTO, 3 .000 .000 .000

TRONCOS Y PILETA

DE AGUA




Variables que no estan en la en la ecuacion
Variables Puntuacién Gl Sig.
LONGITUD 6.424 1 .011
SEXO .097 1 .755
PESO 3.554 1 .059
DENTADURA .030 1 .863
ALIMENTACION 17.904 9 .036
ALIMENTACION(1) 2.625 1 .105
ALIMENTACION(2) 2.365 1 124
ALIMENTACION(3) 1.162 1 .281
ALIMENTACION(4) 4.391 1 .036
ALIMENTACION(5) 2.365 1 124
ALIMENTACION(6) 1.162 1 .281
ALIMENTACION(7) .043 1 .835
ALIMENTACION(8) .890 1 .346
ALIMENTACION(9) 1.810 1 .178
TEMPERATURA .027 1 .871
ILUMINACION 4.898 1 .027
COMPONENTES 8.595 3 .035
COMPONENTES(1) 5.511 1 .019
COMPONENTES(2) 3.077 1 .079
COMPONENTES(3) 3.750 1 .053
Cuadro 28. Pronostico del andlisis Multivariable.
Observado Pronosticado
¢Las variables independientes pueden
afectar a la variable dependiente? Porcentaje
NEGATIVO BACTERIAS correcto
¢Las variables NEGATIVO 26 2 92.9
independientes pueden BACTERIAS 10 22 68.8
afectar a la variable PATOGENAS POR
dependiente? INMUNOSUPRECION
Porcentaje global 80.0

95
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Analisis:

El andlisis Univariado, Bivariado y un ensayo Multivariable nos permite relacionar la variable
dependiente en este caso las bacterias presentes en cavidad oral con sus covariantes o
variables independientes las cuales influyen directamente alterarando o modificando esta
variable como son: longitud, sexo, peso, dentadura, alimentacion, temperatura, iluminacion y
componentes o ambientacion de los terrarios dandonos como resultado un 80% correcto
esto quiere decir que todas la covariables relacionadas en la investigacion afectan
directamente las bacterias como parte de su flora bacteriana normal presentes en cavidad
oral pudiéndose estas volverse patdgenas para la salud de las serpientes del Parque
Zooldgico Nacional de El Salvador bajo condiciones de estrés o condiciones inapropiadas en

cada terrario y a través del contacto desencadenar una zoonosis al ser humano.

7.3. Discusion de resultados

Como se presentan en los cuadros de analisis descriptivo, de las 60 serpientes muestreadas
en el Parque Zooldgico Nacional de El Salvador, se obtuvo un 46.7% de muestras negativas,
es decir que no crecieron bacterias en las placas, crecieron bacterias contaminantes o no
crecieron bacterias representativas, se encontré que un 53.3% dio positivo a crecimientos,
las cuales fueron caracterizadas, encontrandose la presencia de: Enterobacter sp. (3.3%),
Escherichia coli (8.3%), Hafnia alvei (5.0%), Proteus sp. (6.7%), Proteus mirabilis (18.3%),
Proteus vulgaris (6.7%), Shigella sonnei (1.7%), Staphylococcus albus coagulasa (-) (1.7%) y
Staphylococcus sp. (1.7%). Se encontré coincidencia con algunos resultados de
investigaciones descritas en los antecedentes, de trabajos realizados a nivel mundial, sobre
la flora bacteriana de la cavidad oral de serpientes. La familia Boidae mostro mas diversidad
de géneros y especies bacterianas (Enterobacter (3.3%), Escherichia (3.32%), Hafnia
(5.0%), Proteus (31.7%), Shigella (1.7%) y Staphylococcus (1.6%)); en comparacion con la
Colubridae (Escherichia (4.98%) y Staphylococcus (1.6%)).

Se ha relacionado, la teoria que describe y clasifica las bacterias zoonéticas con los
resultados obtenidos; encontrandose que un 10% de las bacterias con crecimiento
representativo, se consideran patdgenas para los seres humanos. Siendo la E. coli en un
8.3% y la Shiguella sonnei en un 1.7%, ésta Ultima causante de disenteria bacilar en

humanos.
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Las 16 hembras de la poblacion de serpientes no presentaron crecimientos de Proteus
vulgaris, S. sonnei, o bacterias del género Staphylococcus; y en los 44 machos de los
ofidios el género de la bacteria Enterobacter no fue aislado. En algunos de los datos como el
peso y alimentacion, se han encontrado coincidencias en cuanto a las boas constrictoras.
Estas se encuentran en el clase #1 del pesaje (li2.00-Is1761.60), que parte desde las
serpientes que pesan desde 2 onzas hasta aquellas que alcanzan las 1761.60; de manera
gque también se determind dentro de este rango, un mayor crecimiento bacteriano del genero

Proteus.

La dentadura también presenta datos importantes; de 60 serpientes muestreadas, un 90%
presenta denticién aglifa y solo un 10% denticion opistoglifa. En el primer tipo de dentadura,
se aislaron todos los géneros y especies de bacterias caracterizadas, la familia que presenta
esta denticidon es la Boidae. En los ejemplares con dentadura opistoglifa, Unicamente se aisl6
E. coli. Segun datos bibliograficos, se sugiere que la alimentacién juega un papel importante
en la flora bacteriana de la cavidad oral. El alimento ofrecido en el herpetario, arroja que del
100% de la poblacion de serpientes en estudio; el 16.7% se alimenta de peques de rata, un
3.3% de ratdn, 1.7% de pinquis de rata, 18.3% de pollo de 1 dia y rata, 3.3% de peludos de
rata; 1.7% de lagartija y raton, 45.0% de pollo de 1 dia y ratén, 1.7% de conejo, 3.3% de
renacuajo y 5.0% de rata.

Presentaron mayor diversidad de bacterias, aquellos ejemplares alimentados con pollo de 1
dia y raton; en este grupo se encuentran las Boa constrictor y Phyton reticulatus, seguido del
grupo de serpientes (Boa constrictor, Masticophis mentovarius y Spilotes pullatus), que son
alimentadas con pollo de 1 dia y rata. Siendo el alimento pollo de 1 dia, en el que ambos
datos coinciden. De aquellos ejemplares que son alimentados con pinquis de rata, ratén,
peludos de rata, lagartija y ratén no se aislaron bacterias, clasificando sus resultados como

negativos.

En cuanto al terrario, las temperaturas rondan los 24 °C, 25 °C, 26 °C y 27 °C., evidenciando
gue entre temperaturas de 25 °C y 26 °C se encuentran un 85% de los ejemplares. Bajo este
rango de temperatura, se encontrd6 que hay mayor porcentaje y diversidad de crecimiento

bacteriano.
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En uno de los terrarios con el mayor nimero de serpientes (9 ejemplares y 21 ejemplares),
se encontr6 poca diversidad de bacterias, pero altos porcentajes de crecimientos de
bacterias del genero Proteus, el cual es asociado con estomatitis en serpientes. También se
observé, que existe una relacion estrecha de esta bacteria, con las boas constrictoras.

Otras variables observadas en los terrarios, es la iluminacién; observandose que el 93.3% de
los terrarios tienen luz natural y el 6.7% artificial; siendo en el primer grupo donde se
presentaron mas crecimientos bacterianos. Asi también aquellos pisos que son de cemento y
troncos han mostrando, mas diversidad de crecimientos (Escherichia coli, Proteus sp,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Staphylococcus albus coagulasa (-),
Staphylococcus sp); pero es en los pisos de tierra y troncos, donde se destacan mayores

porcentajes de crecimientos del género Proteus y de Escherichia coli.

En cuanto a las condiciones de oxigeno de los crecimientos bacterianos, las bacterias
aerobias presentan mas diversidad que las anaerobias. Encontrdndose Escherichia coli en
las especies de serpientes: Trimorphodum biscutatus, Python regius, Boa constrictor,
Leptodeira annulata; Staphylococcus albus coagulasa (-), en Pantheropis guttatus; Shigella
sonnei en Boa constrictor; Hafnia alvei en Boa constrictor y Python reticulatus;
Staphylococcus sp. en Spilotes pullatus; y Enterobacter sp. en Python molurus. Las bacterias
anaerobias aisladas se clasifican como facultativas, ya que fueron aisladas bajo las
condiciones mencionadas pueden o no crecen en presencia de oxigeno; identificandose,
solo el género Proteus sp. el cual se aislé de Boa constrictor y Python molurus; Proteus
mirabilis, de Boa constrictor; Proteus vulgari,s de Boa constrictor, Python molurus y Eunectes

notaeus.

Un dato incorporado en la metodologia de campo, fue la toma de pH de saliva, los cuales
arrojaron que los rangos de pH con mas frecuencia son, entre 8 y 9. Los resultados
mostraron que en un rango de pH de 7, las bacterias que se aislaron fueron resultados
Negativos es decir hubo crecimiento de bacterias contaminantes no representativas para la
investigacion, y Escherichia coli con Staphylococcus albus coagulasa (-), para pH 8 , arrojo

bacterias contaminantes, en pH de 9, Hafnia alvei, Proteus vulgaris, Staphylococcus sp.
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CONCLUSIONES

Se determind la presencia de nueve tipos de bacterias, pertenecientes a las familias
Enterobacteriaceae y Staphylococcaceae, presentes en cavidad oral de las serpientes de
la familia Boidae y Colubridae.

Las bacterias caracterizadas de acuerdo a su género y especie fueron: Escherichia coli,
Shigella sonnei, Hafnia alvei, Proteus sp., Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Enterobacter sp. todos estos de la familia Enterobacteriaceae. y Staphylococcus albus

coagulasa negativo y Staphylococcus sp. de la familia Estaphylococcaceae.

Las bacterias clasificadas de caracter zoon6tico son Shigella sonnei, la cual se encontré
en la serpiente Boa constrictor y Escherichia coli en las serpientes Lampropeltis
triangulum (falso coral), Trimorphodon biscutatus (lira), Phyton regius (pitén real) y Boa

constrictor.

Se compararon los géneros de bacterias identificadas de la familia Boidae,

encontrdndose una flora bacteriana oral mas variada respecto a la familia Colubridae.
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RECOMENDACIONES

Es necesario mejorar la higiene en cada terrario de las serpientes, para evitar que
vectores como cucarachas, contaminen los alimentos, el agua y el terrario; generando
enfermedades. Una forma de eliminar esta plaga es implementando planes de
fumigaciones con alfacipermetrina por ejemplo, para eliminar formas adultas e

inmaduras; retirando o destruyendo si se observan oothecas o huevos de las cucarachas.

Al personal que estd en contacto con las serpientes, se les recomienda utilizar una
vestimenta adecuada, y luego de manipularlas, realizarse una limpieza profunda desde
las manos hasta los codos, para eliminar cualquier tipo de bacteria que pueda producirles

una zoonosis.

Al personal que presente heridas en areas expuestas del cuerpo no deben manipular los

ejemplares.

A las autoridades del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador, se les, exhorta a
mejorar la ambientacion del Herpetario e implementar un plan efectivo nutricional y de

salud, de acuerdo a las necesidades de los ejemplares.

Se invita a docentes, investigadores y estudiantes a que continlen con este tipo de
estudios en especies silvestres, para aprender sobre enfermedades, nutricién,
bioseguridad, comportamiento en cautiverio, etc; trabajando en conjunto con entidades
nacionales o privadas, con el fin de ampliar los conocimientos relacionados con estos

ejemplares.

Implementar medidas preventivas, para evitar el contagio de enfermedades zoondticas al
personal encargado y a la poblacion en general, que se mantienen contacto con estas

especies.

Se recomienda realizar esta investigacion con boas, pitones y colUbridos que habiten

libremente en El Salvador, para comparar si se presenta la misma flora bacteriana.

Los Laboratorios Clinicos especializados en Medicina Veterinaria, deberian ampliar sus

servicios con animales no tradicionales.
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Los investigadores deberian realizar estudios mas profundos sobre bacterias de interés
en salud publica, como en el caso de la Escherichia coli, llegando a identificar los

diferentes serotipos que pudieran presentarse de esta bacteria.

A las autoridades del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador, regular el flujo de
personas que visitan el herpetario, porque de esta manera se disminuiria el estrés en los
reptiles causado por el exceso de personas; estableciendo horas apropiadas para

realizar los recorridos.

Coordinar o realizar en conjunto con la facultad de Medicina de la Universidad de El
Salvador, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Ministerio de Medio Ambiente y
Recursos Naturales y el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, este tipo de

investigaciones.
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11. ANEXOS

Anexo A- 1. Macha de laboratorio para caracterizacion de bacterias de la cavidad oral en

serpientes de la familia Boidae y Colubridae del Parque Zoologico Nacional de El Salvador

Introduccién

Para demostrar la presencia de bacterias en la cavidad oral de la poblacion de las serpientes
en estudio se realizaron cultivos y procedimientos especiales adaptados a su forma de
crecimiento. Las caracteristicas macroscépicas obtenidas se desarrollaron por los
crecimientos bacterianos como: tamafo, forma, tipo de agrupacion, entre otros, siendo

relacionadas con el género.

A partir de los cultivos se realizaron frotis y tinciones de Gram que permitieron determinar la
morfologia microscopica, agrupacion y reaccion al Gram de las bacterias; ademas la
aplicacion de pruebas fisioldgicas y bioquimicas que ayudaron a la identificacion de las
mismas. De las cuales los resultados se relacionaron y caracterizaron con las bacterias que

se obtuvieron a partir de los cultivos.
La siguiente técnica fue adaptada del Manual para el mantenimiento de serpientes, anexo |Il:
Alimentacion forzada (México DF), asesoria de la Licenciada en Biologia Esmeralda

Martinez encargada del herpetario del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador.

1. Toma de muestra de cavidad oral de las serpientes a través de hisopado oral

Para la toma de muestra se realiz6 el siguiente procedimiento:

a) Se sujetd a la serpiente de manera que los manipuladores se encontraran cémodos y
firmes.

b) La persona que ayudo a la toma de muestra de la cavidad oral de las serpientes la
manipulo adecuadamente, con el cuidado de no lastimarlas, para evitar movimientos
bruscos y repentinos.

c) Suavemente y sin intentar forzar la apertura de la cavidad oral, se coloc6 una pinza para
alimentacion en posicion horizontal frente a esta, ejerciendo una ligera presion sobre la
region donde la serpiente saca la lengua, se aguardd a que la serpiente relajara la
cavidad y abriera por si sola. Una vez dentro, se guio lateralmente la pinza a las

mandibulas, para mantenerla abierta.
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d) Se realizd6 la toma de la muestra, frotando con uno de los hisopos estériles
delicadamente y con firmeza el interior de la mucosa oral durante algunos segundos,
girdndolo y moviéndolo para abarcar mayor superficie, asegurdndose de esta manera
gue las bacterias quedaran adheridas a la superficie del hisopo. Se evit6 el contacto a la
hora de la toma de la muestra con la dentadura y la lengua del espécimen. Este mismo

procedimiento se repitié para tomar la muestra y cultivarla en condiciones anaerobias.

Los procedimientos siguientes fueron adaptados del Manual de laboratorio y Programa de
Microbiologia y Parasitologia Médica del Departamento de Microbiologia, Facultad de
Medicina -Universidad de El Salvador, Manual Practico de Bacteriologia Medica, Torres. M. 2
ed. y del Atlas de pruebas bioquimicas para identificar bacterias de la Universidad Nacional

Autébnoma de México.

1.1. Medicién de pH

a) Se colocé una tira reactiva en la cavidad oral para la medicion de este.

2. Procedimiento para realizar el Frotis directo y coloracion de Gram a partir de hisopado
oral. (Universidad de El Salvador, Facultad de Medicina 2012)

2.1 Técnica para realizar frotis directo a partir de hisopado de cavidad oral de serpientes.

a) Se coloco a partir del hisopado realizado una muestra en un portaobjetos.

b) Se extendié la muestra de manera que este cubriera aproximadamente 1 cm. de
diametro de superficie.

c) Se dejo secar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Una vez seco, se flameo
ligeramente la parte inferior del mismo paséndolo sobre la llama del mechero.

d) Se coloco en una bandeja laminar.

e) Se coloreo con Gram.

Fundamento y procedimiento para tincion de Gram

Las bacterias fijadas al portaobjeto por el calor fueron teflidas con un colorante bésico (cristal
violeta o violeta de genciana) el que es captado en forma similar por todas las bacterias.
Luego se aplicd una solucion de yodo o lugol, que actiio como mordiente (fijacion) del cristal

violeta. En este momento del proceso, todas las bacterias se tifieron de violeta.
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Posteriormente, las bacterias son tratadas con una mezcla de alcohol-acetona (70:30) para
la decoloracion del frotis. Las bacterias grampositivas retuvieron el complejo cristal violeta-
lugol, permaneciendo de color violeta; las gramnegativas se decoloraron completamente por

el alcohol-acetona.

Por dltimo se aplicé safranina, que es un colorante rojo; de esta manera, las bacterias

gramnegativas, previamente decoloradas, tomaron el color de la safranina (rojo).

a) Se cubri6 el frotis con cristal violeta y se mantuvo asi durante un minuto, posteriormente
se decanto el colorante.

b) Se lavo el exceso con agua corriente del grifo, usando un frasco lavador y se escurrié.

c) Posteriormente fue cubierto con solucién de Lugol para Gram durante un minuto.

d) Se decant6 el reactivo, lavo el exceso con agua y se dejé escurrir.

e) Se incliné la lamina para eliminar el Lugol para Gram y por goteo, se comenz6 a
decolorar el frotis con alcohol-cetona por 10 a 20 segundos. La decoloracién ocurrié
cuando el solvente fluyo incoloro de la lamina.

f) El frotis se lavd rapidamente con agua de chorro procurando que esta deslizara
suavemente sobre la superficie del extendido, esto evito la excesiva decoloracién o la
remocién completa del complejo cristal violeta-lugol de aquellas bacterias que eran
grampositivas.

g) Se procedio a cubrir la preparacion con solucion de safranina durante 30 segundos.

h) Se decantd el colorante, luego se lavé con agua de chorro y dejé escurrir.

i) Se sec6 cuidadosamente con papel toalla la preparacion.

j) Se procedi6 a observar al microscopio compuesto o de luz clara bajo el objetivo de

inmersion.

3. Procedimientos para aislar bacterias aerobias a partir de hisopado de cavidad oral de

serpientes.
Las bacterias aerobias forman parte de un tipo de microorganismo eucariotas que necesitan

de un ambiente que contenga oxigeno biatébmico (un gas compuesto por dos atomos de
oxigeno) para poder existir y desarrollarse adecuadamente, es decir, éstas bacterias

necesitan oxigeno para su respiracion celular.
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3.1. Inoculaciéon vy siembra inicial de hisopado oral de la serpiente en medio de

cultivo Agar Sangre.

Se realiz6 el hisopado en la cavidad oral de la serpiente y luego se procedié a inocular la
placa de Agar Sangre con el mismo frotando este en uno de los extremos de la superficie
de la placa.

Se sembrd el resto de la superficie de la placa por el método de estrias.

Se rotulo la base de la placa e incubo a 36 + 1°C en atmédsfera de 5-10% con CO, y
humedad por un tiempo entre 18-24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se retird la placa y finalmente se procedio a la lectura e

interpretacion macroscoépica del crecimiento bacteriano.

3.2. Inoculacion vy siembra de hisopado oral de las serpientes en medio de

cultivo Agar MacConkey.

Al igual que en el medio anterior se inocul6 con el mismo hisopo en este agar y
posteriormente se sembrd por el método de estrias sobre la superficie de la placa que
contenia el Agar MacConkey

Se rotulo la base de la placa e incubo a 36 + 1°C por un tiempo entre 18-24 horas.
Pasado el tiempo de incubacion se retiré la placa y finalmente se procedio a la lectura e

interpretacion macroscoépica del crecimiento bacteriano.

4. I|dentificacion Macroscépica de colonias bacterianas a partir de medios de cultivo

Agar Sangre y Agar MacConkey.

Después de la siembra del medio de cultivo y después de la incubacion, se pudo determinar

las caracteristicas de cultivo del microorganismo que crecié en él, observando su apariencia.

Para la identificacion de las colonias de bacterias se observaron las siguientes

caracteristicas:

a)
b)

Tamafio: se observo si eran pequefas, grandes, medianas o si crecieron en todo el agar.
Margen o borde: se observaron los bordes para determinar si formaban circulos perfectos
o0 irregularidades como salientes, redondos, hendiduras irregulares, proyecciones

filiformes o proyecciones en forma de raiz
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e)
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Elevacion: se observaron las colonias determinando si eran muy finas (aplanadas) o
gruesas (elevadas).

Cromogénesis 0 pigmentacion: se observaron las colonias en busca de coloraciones o
pigmentaciones, sin color o no pigmentadas.

Caracteristicas Opticas: se observd si se mostraban opacas, transparentes u
opalescentes.

Caracteristicas generales como presencia de alfa 0 beta hemolisis, y aun el olor del cultivo

ayudaron para la identificacion.

Para la realizacién del frotis se desarrollaron los siguientes pasos:

d)
e)

f)

)

h)

4.1. Preparacion de un frotis bacteriano a partir de medio sélido:

Se tomd un asa bacteriolégica, se esterilizo en la llama del mechero y se dej6é enfriar
alrededor de esta éarea.

Se tomo6 un tubo que contenia solucién salina 0.85% estéril, se destapo y flameo
ligeramente la boca del tubo.

Se introdujo el asa previamente esterilizada y se retiré sin tocar la pared interna del tubo
una asada de esta solucion.

Se flameo nuevamente la boca del tubo, se tap6 y coloco en una gradilla.

Se depositd la cantidad de solucién salina al 0.85% que traia el asa en el centro de la
superficie de un portaobjetos limpio y previamente desengrasado e identificado.

Cerca del area del mechero y con el asa estéril, se obtuvo una pequefia porcién de una
de las colonias mas representativas y predominantes del crecimiento, respectivamente
en cada placa.

La porcion del cultivo que fue tomada en el paso anterior, se homogenizo con la solucion
salina depositada previamente en el portaobjeto, se extendio la muestra de manera que,
el tamafio del extendido cubriera aproximadamente 1 cm. de didmetro en la superficie del
portaobjeto.

El asa utilizada se esterilizo.

Se dejo secar el frotis a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos. Una vez seco se
flameo ligeramente la parte inferior del mismo paséandolo sobre la llama del mechero de 2

a 3 veces.
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j) Se coloco el frotis en una bandeja para colorear y se realiz6 la tincion de Gram.

k) Se repitieron los procesos anteriores con las demdas colonias que se consideraron
representativas

[) Este procedimiento se realiz6 igualmente con las colonias de los crecimientos en agar

MacConkey y sangre.

5. Identificacion Microscopica de bacterias a partir de medios de cultivo Agar Sangre vy

Agar MacConkey.

Para la realizacion de la tincibn de Gram se utilizd como referencias los parametros de

preparacion de un frotis a partir de los medios sélidos anteriormente descritos.

6. Identificacion de bacterias Gram positivas

A partir de los resultados obtenidos en la identificacion microscépica de las bacterias, que
provinieron de los medios de cultivo utilizados para el aislamientos de estas en la cavidad
oral de las serpientes de las familias Boidae y Colubridae y también tomando en cuenta las
caracteristicas macroscopicas de las colonias que se formaron, se pudo realizar una
identificacion un poco mas precisa de bacterias Grampositivas, mediante las siguientes

pruebas:

6.1. Prueba de la Catalasa

Fundamento de la Prueba de Catalasa

La prueba de la catalasa es utilizada para la identificacion de muchas bacterias, como por
ejemplo Staphylococcus. La enzima catalasa producida por estos microorganismos, cataliza
la liberacién de agua y oxigeno a partir del peroxido de hidrégeno (H,O,). Esta prueba es (til
para diferenciar las bacterias que provienen del género Staphylococcus de entre el género

Streptococcus, ya que estos Ultimos no poseen la enzima catalasa.

Procedimiento de la prueba de la catalasa para identificacion de cocos Grampositivos:

a) Se tomo un asa bacterioldgica, se esterilizo con el mechero y se dejo enfriar.

b) Con el asa ya esterilizada se tomd una pequefia cantidad de cultivo puro teniendo el
cuidado de no remover parte del agar sangre, pues ello podia originar una reaccion falsa
positiva.

c) La muestra tomada se depositdé en un portaobjeto previamente seleccionado.
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d) Se coloco una gota de Peréxido de hidrogeno (H,O,) al 3% sobre la porcién de cultivo
del porta objeto.

e) Se observd la reaccién. Un burbujeo vigoroso indicaria si la reaccién era positiva.

6.2. Prueba de Coagulasa

Fundamento de la Prueba de la Coagulasa

Esta prueba es utilizada para detectar la presencia de la enzima coagulasa producida por
Staphylococcus aureus, la cual se realiza en tubo o en porta objeto.

La prueba en tubo detecta la presencia de coagulasa libre producida por Staphylococcus
aureus, cuando esta bacteria es inoculada en plasma diluido 1:4 después de incubarla de 6-8
horas a 36 + 1°C. La formacion de un coagulo de fibrina (fibringeno a fibrina) indica la
presencia de la enzima. La prueba de coagulasa en lamina detecta la coagulasa unida a la
bacteria (factor aglutinante). Su resultado es mas rapido y consistente. Pero una prueba

positiva debe confirmarse por la prueba en tubo.

Procedimiento de la prueba de Coagulasa en tubo:

a) Se esterilizo el asa en el area del mechero, se tomé una asada bacterioldgica del cultivo
puro proveniente del agar sangre.

b) Se deposito estd en un tubo cuyo contenido fue plasma de humano diluido 1:4. Se
mezcl6 el asa en el interior del tubo.

c) Se rotulo y coloco el tubo en la incubadora a 36 +1°C por un periodo de 18-24 horas.

d) Transcurrido el tiempo de incubacion se retir6 el tubo y se procedié a su lectura,
inclinandolo suavemente. La presencia de un coagulo en el interior del tubo indico si fue

una prueba positiva.

6.3. Aguellas colonias que presentaron hemolisis beta, se identificaron con la

siguiente prueba:

6.4. Prueba de Taxo A o Bacitracina

Fundamento de la prueba de Bacitracina

La Bacitracina es un antibiético que inhibe la sintesis de pared celular bacteriana, y a la

concentracion que se encuentra en los discos (0.04 U) inhibe el crecimiento de los
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Streptococcus beta hemoliticos del grupo A de Lance Field pero no inhibe el desarrollo de
otros Streptococcus beta hemoliticos. Los Staphylococcus coagulasa negativo son
resistentes.

Procedimiento de la prueba de Taxo A:

a) Se esterilizo y enfrié el asa, se tomo una asada del cultivo puro e inoculo en la superficie
de una placa agar sangre.

b) Luego con una pinza sin garra estéril y fria se colocé un disco de Taxo A

c) Se rotulo adecuadamente e incubo la placa a 36 + 1°C por 18-24 horas. Se coloco la
placa en una campana enriquecida en una atmosfera de 5 a 10% de CO,.

d) Transcurrido el tiempo de incubacién se retir6 la placa y se ley6. La inhibicion de
crecimiento de las colonias alrededor del disco de la Bacitracina indicaria si la prueba es

positiva.

7. ldentificacion de bacterias Gram negativas.

Analizando el crecimiento bacteriano que se obtuvo en agar Sangre y MacConkey, para la
identificacion de este tipo de bacterias, se utilizé principalmente el crecimiento en agar
MacConkey tomando en cuenta las caracteristicas macroscépicas antes mencionadas y
especialmente la fermentacion o no de lactosa para alguna de ellas. Una vez identificadas
microscOpicamente las bacterias gramnegativas se procedi6 a la realizaciéon para la

identificacion de estas bacterias con las siguientes pruebas:

7.1. Tres azucares v hierro (TSI)

Fundamento de TSI

Cuando un bacilo entérico es inoculado e incubado bajo condiciones favorables de
crecimiento, el TSI puede presentar diferentes aspectos que se pueden observar. Para ello
en el tubo se leera el bisel y el fondo, y se reportara en ese orden. Si el medio presenta un
color amarillo debido a una fermentacion, entonces se reporta como A (acido); y si presenta
un color rojo se describe como alcalino (K).

Significado de posibles reacciones en el medio de TSI:

a) Sitodo el medio de cultivo es amarillo (A/A); significa que la bacteria inoculada, es capaz
de producir cantidades suficientes de acido a partir de la fermentacion de los azucares,

provocando con esto el viraje del indicador a color amarillo.
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b) Si el medio de cultivo se observa como en el paso anterior (A/A); pero ademas surge
desplazamiento hacia arriba, separacion, fraccionamiento del medio y presencia de
pequefias burbujas diseminadas; significa que la bacteria ademas de producir acido,
también produce gas CO.,.

c) Sl el medio de cultivo presenta bisel rosado y fondo amarillo (K/A); significa que la
bacteria ha utilizado Unicamente la glucosa bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas
con poca producciéon de acido para luego digerir la peptona y darle el aspecto rosado
caracteristico al bisel debido a la liberacion de amoniaco que se produce (reaccion
alcalina).

d) Elfondo del tubo o en la parte del agar se puede mostrar un precipitado negro en grado
variable, dependiendo de la bacteria inoculada. Significativo para distinguir a todas
aguellas bacterias que producen H,S (Sulfuro de hidrogeno), el cual se combina con el
Fe, para formar un precipitado negro insoluble de Sulfuro de hierro (Fes;), que es el
compuesto que le suministra esa apariencia.

e) Puede aparecer todo el medio de cultivo de color rosado (K/K); indicando que la bacteria
inoculada carece de la capacidad de fermentar los azucares presentes en el medio de
cultivo. Si se sabe cémo norma de que todas las enterobacterias fermentan la glucosa,
esta reaccion no es de una Enterobacteriaceae y debe de recurrirse a su estudio por

otros métodos.

Procedimiento de la Prueba de TSI:

a) Se procedié a esterilizar un alambre recto con el mechero y se dejé enfriar.

b) Posteriormente se tomd una pequefia cantidad con el alambre del cultivo puro y se
inoculo hasta llegar al fondo del tubo, seguidamente con el mismo alambre se estrié sobre
la superficie del bisel que contenia este medio.

c) Eltubo se rotulo adecuadamente e incubo a 36 + 1°C por 18-24 horas.

d) Transcurrido el tiempo de incubacién, se retird6 el tubo y procedié a la lectura e

interpretacion del mismo.

7.2. Pruebas IMViC

Otros medios diferenciales que se utilizaron para la identificacion de las bacterias Gram

negativas fueron los siguientes:
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7.2.1. Prueba de Rojo de Metilo

Fundamento de la prueba Rojo de Metilo

El rojo de metilo es un indicador &cido base que cambia a color rojo cuando el pH del medio
de cultivo es proximo a 4.5. Hay bacterias que producen grandes cantidades de acido y lo
elaboran con suma facilidad a partir de su crecimiento en caldo glucosado; hay otras, que
son poco productoras o no productoras de 4cido a partir del mismo medio. La prueba del rojo
de metilo sirve para hacer esta diferenciacion o separacion entre grandes y poco productores

de acido. Si la reaccion es positiva aparece un color rojo en el medio de cultivo.

Procedimiento para realizar la prueba de RM:

a) Se esterilizé e inoculé el tubo que contenia este caldo, con el cultivo.

b) Se homogenizo el caldo con el asa bacteriolégica.

c) Se procedio a rotular adecuadamente e incubar por 18-24 horas a 36 + 1°C.

d) Transcurrido el tiempo de incubacion se retir6 el tubo con el crecimiento, y se procedio a
mezclar vigorosamente.

e) Inmediatamente se agregaron entre 5 a 10 gotas del indicador rojo de metileno, se

mezcl6 y se observo la reaccion.

7.2.2. Pruebas de Voges-Proskauer

Fundamento de la Prueba de Voges-Proskauer

Esta es una prueba de lectura indirecta, sirve para detectar la presencia o sintesis del acetil,
metil carbinol (acetoina) a partir de un caldo glucosado con crecimiento de bacilos entéricos
después de 18 a 24 horas de inoculacion aerobia. La acetoina es un producto inmediato que
se obtiene de la fermentacion de 2,3 butilenglico. En presencia de oxigeno atmosférico y de
KOH al 40%, la acetoina se convierte en diacetileno y el a naftol sirve como catalizador para
formar un complejo color rojo. Si la prueba es positiva se observara la formacion de un

complejo de color rojo sobre la superficie del medio.

Procedimiento de la Prueba de Voges-Proskauer:

a) Con un asa previamente esterilizada se inocul6 el tubo que contenia este caldo, con el
cultivo.

b) Se homogenizo el caldo con el asa bacteriolégica.
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c) Se procedid a rotular adecuadamente e incub6 por 18-24 horas a 36 + 1°C.

d) Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el tubo con el crecimiento.

e) Se procedié a mezclar vigorosamente para resuspender su contenido. Con un gotero se
deposito entre 8 a 10 gotas del reactivo alpha naftol sobre la superficie del caldo, se agito
nuevamente.

f) Posteriormente se deposité de 3 a 6 gotas de KOH al 40% se agito y dejo reposar el tubo
destapado.

g) Se espero de entre 10 a 15 minutos para leer la prueba.

7.2.3. Prueba de Citrato.

Fundamento de la Prueba de Citrato

En esta prueba se determina el grado de utilizacién del substrato (citrato s6dico) incorporado
al medio de cultivo. Algunas bacterias lo utilizan como Unica fuente de energia (carbono),
cuando son inoculados en un medio de esta naturaleza produciendo alcalinidad. Si la
reaccién es positiva, el medio de cultivo mostrara crecimiento bacteriano y el color del
indicador (azul de bromotimol) virara de verde a azul, de acuerdo a la intensidad con que la

bacteria en el tubo haya utilizado el substrato. Esta prueba es de lectura directa.

Procedimiento para la prueba de Citrato:

a) Con un asa esterilizada, se tom6 una asada de cultivo puro, posteriormente esta se cultivo
sobre la superficie del bisel por el método de estriado.
b) Se rotulo adecuadamente e incubo por 24-48 horas a 36 + 1°C

c) Transcurrido el tiempo de incubacién se retiré el tubo y se procedio6 a su lectura directa.

7.3. Urea

Fundamento de la prueba de la Urea:

Cuando una bacteria se inocula en un medio que contiene urea, esta sintetiza y libera la
enzima ureasa, se producen sustancias alcalinas, las cuales se detectan con el indicador
rojo fenol, virando el medio hacia un color rosado intenso que varia de acuerdo a la
degradacion que sufre el substrato (urea). Esto es indicativo de reaccion positiva. Este medio

es de lectura directa.
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Para el procedimiento se inocula y estria la superficie de un medio de agar de urea en tubo e
incuba a 36°C por 24 horas. Si una prueba es positiva se manifiesta por el crecimiento en la

superficie del medio y por un cambio de color del medio.

Procedimiento de la prueba de Urea:

a) Con un asa esterilizada, se tom6 una asada de cultivo, posteriormente esta se estrio
sobre la superficie del bisel.
b) Se rotul6 adecuadamente e incub6 por 24-48 horas a 36 + 1°C.

c) Transcurrido el tiempo de incubacién se retird el tubo y se procedio6 a su lectura directa.

7.4. Mi
El medio MIO se utiliza para la identificacion de Enterobacterias sobre la base de movilidad,
la produccién de ornitina descarboxilasa y de Indol. En este medio se leen las reacciones de

movilidad y de ornitina antes de agregar el reactivo de Kovacks para la prueba de Indol.

7.4.1. Movilidad

Fundamento para la prueba de movilidad

La movilidad es una propiedad caracteristica de las bacterias flageladas. Si una bacteria
movil se inocula en un medio nutritivo semisélido (concentracion baja de agar de 3.0%), esta
podra ser facilmente detectada; porque el crecimiento se observa de manera difusa (turbio),
proyectandose a partir de la estria realizada; indicativo de prueba positiva. Si la bacteria no
es movil, su crecimiento se limitara solo a la estria y se observara una linea vertical bien

definida. Este medio es de lectura directa.

Procedimiento de la prueba de movilidad:

a) Con un alambre esterilizado, se procedié a tomar una porciébn de cultivo puro,
posteriormente se inocul6 el medio de procurando realizar una puncion hasta dos tercios
del cultivo, sin llegar al fondo del tubo.

b) Luego se rotulé el tubo adecuadamente e incub6 por 18-24 horas a 36 + 1°C.

c) Transcurrido el tiempo de incubacion se retir6 el tubo y se procedié a su lectura directa.
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7.4.2. Prueba de Indol

Fundamento de la prueba de Indol

La produccion de Indol se da a partir de un caldo que contiene proteina digerida rica en
triptéfano por accién de bacterias que poseen la enzima triptéfanasa. Al agregar éter y
mezclar vigorosamente, se le extrae el Indol al caldo y aparece junto con el éter como una
capa incolora sobre la superficie del caldo. Si a esta se le agrega el respectivo reactivo o

indicador, la capa incolora mostrara cambio a rosado intenso.

Procedimiento de la prueba de Indol:

a) Se esterilizé e inoculd el tubo que contenia este caldo, con el cultivo.

b) Se homogenizo el caldo con el asa bacteriolégica.

c) Se procedi6 a rotular adecuadamente e incubo por 18-24 horas a 36 + 1°C.

d) Transcurrido el tiempo de incubacion, se resuspendié el contenido bacteriano dejandolo
reposar brevemente y posteriormente se agreg6 aproximadamente 1 ml de éter etilico se
mezclo vigorosamente, se dejé reposar para observar la reaccién.

e) Sin agitar ni mezclar se inclind el tubo y se deposité aproximadamente de 5 a 10 gotas del
reactivo de Kovacks o Erlich procurando que este se deslizara suavemente por la pared
interna del tubo.

f) Se procedi6 a observar la reaccion.

7.4.3. QOrnitina

Mide la capacidad enzimatica de un organismo para descarboxilar un aminoacido (ornitina)
para formar una amina, con la consiguiente alcalinidad. La descarboxilacion es el proceso
mediante el cual las bacterias que poseen enzimas descarboxilasas especificas son capaces
de atacar a los aminoacidos en su grupo carboxilo dando una amina o una diamina y
anhidrido carbonico. La descomposicion de los amino&cidos se produce anaerébicamente. El
proceso de descarboxilacién es irreversible, no oxidativo y requiere una coenzima comdun, el

fosfato de piridoxal.

El aminoacido L-lisina sufre la descarboxilacion para dar cadaverina y CO por accion de la
enzima especifica lisina-descarboxilasa. El aminoacido L-ornitina es descarboxilado por la

enzima ornitina descarboxilasa para dar la diamina putrescina y CO2 producidos en
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condiciones anaerobias. La prueba sera positiva si el medio se torna color purpura y negativo

si se da un posible color amarillo en el fondo del tubo que se torna puarpura al final.

Procedimiento de la prueba de Ornitina:

a)

b)
c)

Con un alambre esterilizado, se procedi6 a tomar una porcion de cultivo puro,
posteriormente se inoculd el medio.
Luego se rotul6 el tubo adecuadamente e incubd por 18-24 horas a 36 + 1°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el tubo y se procedié a su lectura directa.

8. Aislamiento e identificacién de bacterias anaerobias

Las bacterias anaerobias son aquellas que crecen en ausencia de oxigeno libre por lo que se

pueden clasificar en: Anaerobios Facultativos las cuales no requieren oxigeno para crecer

pero lo hacen mejor en su presencia, Anaerobios facultativos pueden crecer bien tanto en

presencia como en ausencia del oxigeno y finalmente los Anaerobios estrictos u obligados

ya que no toleran en lo absoluto el oxigeno y mueren en su presencia. (Prescott, 2004).

8.1. Inoculacion y siembra de hisopado oral de la serpiente en medio de cultivo

Agar Sangre.

Con el hisopo se tomé la muestra en cavidad oral de las serpientes para bacterias
anaerobias.

Se inoculo cerca del mechero y se realizé una siembra en medio de cultivo Agar Sangre
por el método de estriado.

Se rotulo la placa adecuadamente en la base de la misma e introdujo en un ambiente
anaerobio, para ello se utilizé la jarra y sobre de GasPack.

Se procedi6 a incubar la jarra a 36 +1°C por 48-72 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se retir6 la jarra y saco la placa, se procedio a la lectura

e interpretacion del mismo.

Para la identificacion de las bacterias mas representativas que han crecido a partir de la

siembra se realiz6 un frotis para su posterior tincion de Gram, para ello se procedié segun

los pasos explicados anteriormente. Asi mismo los resultados de la tincién indicaron los

pasos a seguir para la identificacion de las bacterias.
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Cuadro A- 1. Poblacién de serpientes de la Familia Boidae y Colubridae del Parque

Zoolégico Nacional de El Salvador.

ORDEN

Squamata

Total

Inventario de serpientes de la familia Boidae y Colubridae hasta junio del 2012.

FAMILIA

Boidae

Colubridae

NOMBRE COMUN
Anaconda amarilla
Masacuata

Boa colombiana

Boa Nicaragliense
Piton real

Piton carpeta

Piton indio

Piton reticulado

Piton sangre

Lira

Chichicta

Falso coral

Ratonera

Serpiente de maiz
Zumbadora de cola roja
Cotina

Serpiente rey

Ranera o come ranas
Lagartija lisa de montafia

Bejuquilla

NOMBRE CIENTIFICO

Eunectes notaeus

Boa constrictor

Python regius

Morelia spilota

Python molurus

Python reticulatus
Python brongersmai
Trimorphodon biscutatus
Spilotes pullatus
Lampropeltis triamgulum
Senticolis triaspis
Pantheropis guttatus
Masticophis mentovarius
Conophis lineatus
Lampropeltis getula
Leptodeira annulata
Mastigodryas dorsalis

Leptophis mexicanus

No.

60
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Figura 5.2, Anatomia intema del tercio craneal,
mostrando la situacion de ka traquea, tiroides,
corazén, pulmén {derecho) proximal y eséfago.

Figura 5.3. Radiografia lateral de! tercio craneal
2 la serpiente.

Glandula tiroides y cimulo
Qraso precardial proximal

Figura A- 1. Anatomia y radiografia lateral interna del tercio craneal de una serpiente.

Pulmin Saco aéreo Figura 5.4. Anatomia interna del tercio
1 intermedio de la serplente mostrando el
— higado, pulmdn, estdmago, bazo y pancreas.

T\ b \/\’\/\ Figura 5.5. Radiografia del fercio intermedio
, /\QM de la serplente.
|Estamgo IBam pancreas y Intestino delgado

vesicuta biliar

Esifago  IHigado | Puimén

Figura A- 2. Anatomia y radiografia lateral interna del tercio intermedio de una serpiente.

Figura 5.6. Anatomia intema del tercio caudal
e ka serpiente mostrando ef colon.

Bxtremo de saco aeren

Figura 5.7. Radiografia del tercio caudal

de serpiente. Otras visceras no son visibles
radiolégicamente ya que se encuentran
mezcladas con los cuerpos grasos celdmicos.
Notese la ausencia de costillas cavdalmente
alacloaca.

Figura A- 3. Anatomia y radiografia lateral interna del tercio caudal de una serpiente.
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Figura 5.10. Craneo de una serpiente simple.

Figura A- 4. Craneo de una serpiente no venenosa donde se muestra la articulacion del

hueso cuadrado con la mandibula.

Figura 5.30. Muda normal

Figura A- 5. Ecdisis de una serpiente.

(7 sonda Cloaca Hemipene invertido

;

Flgura 0.2, Soxaje de las serpientes.

Figura A- 6. Sexaje con sonda en una serpiente macho.
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Figura A- 7. Grupos de denticion en serpientes: a) aglifas, b) opistoglifas, c) proteroglifas y d)

solenoglifas

Figura A- 8. Boa constrictor del Parque zooldgico Nacional de El Salvador matando a su

presa por constriccion.

Figura A- 9. Ejemplar de Lampropeltis getula del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador

sumergida en una pileta de agua
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Figura A- 10. Ejemplar de Python brongersmai del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador

en un tronco ofrecido como refugio.
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Figura A- 11. Ubicacion geogréfica del Parque Zooldgico Nacional de El Salvador
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Figura A- 12. Tabla para identificacion de bacterias entéricas.



Matriz final TOTAL de serpientes JUNTO CON TODOS LOS ANALISE

Archivo  E n Ver Datos Transformar Analizar Marketing directo

SEEM e~ BLAEP H BE BOE 109
| Nombre |  Tipo | Anchura |Decimales|  Etiqueta | Valores | Perdidos | Columnas| Alineacion |  Medida | Rol |
4 |NCS Numérico 8 2 NOMBRE CIEN... {1.00, Lamp... Ninguna 8 & Nominal “\ Entrada e
5 COLOR Numérico 8 2 DESCRIPTOR ... {1.00, COL... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
6 LONGITUD  Numérico 8 2 LONGITUD EN .. Ninguna Ninguna 8 & Escala N Entrada
i SEXO Numérico 8 2 DETERMINACI... {1.00, HEM... Ninguna 8 & Nominal  Entrada
8 PESO Numérico 8 2 PESO EN ONZ... Ninguna Ninguna 8 & Escala N Entrada
[ 9 _|ACTIVIDAD  Numérico 8 2 CLASIFICADA... {1.00, DIUR... Ninguna 9 &> Nominal “\ Entrada
| DENTADURA Numérico 8 2 CLASIFICADA... {1.00, AGLI... Ninguna 1" & Nominal  Entrada
" TOXINA Numérico 8 2 CLASIFICADA... {1.00, PRO... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
12 |ALIMENTA... Numérico 8 2 CLASIFICADA... {1.00, PEQ... Ninguna 14 & Nominal N Entrada
13 TEMPERAT... Numérico 8 2 TEMPERATUR... {1.00, 24°C}... Ninguna 8 & Escala N Entrada
CANTIDAD  Numérico 8 2 NUMERO DE ... {1.00, 1}... Ninguna 8 &> Nominal N Entrada
ILUMINACION ' Numérico 8 2 TIPO DE ILUMI... {1.00, NATU... Ninguna 8 & Nominal M Entrada
COMPONE... Numérico 8 2 COMPONENT... {1.00, PISO... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
: AEROBIAS  Numérico 8 2 BACTERIAS A {1.00, Negat... Ninguna 8 &> Nominal “\ Entrada
| ANAEROBI... Numérico 8 2 BACTERIAS A {1.00, Negat... Ninguna 8 & Nominal \ Entrada
GB Numérico 8 2 GENERO DE L... {1.00, negat... Ninguna 8 & Nominal “ Entrada
_|EB Numérico 8 2 ESPECIE DE L... {1.00, negat... Ninguna 8 & Nominal \ Entrada
NCB Numérico 8 2 NOMBRE CIEN... {1.00, negat... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
CRECIMIEN... Numérico 8 2 CRECIMIENTO... {1.00, negat... Ninguna 8 &> Nominal N Entrada
GRAM Numérico 8 2 REACCION AL .. {1.00, negat... Ninguna 8 & Nominal M Entrada
MORFOLO... Numérico 8 2 MORFOLOGIA ... {1.00, negat... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
7' ZOONOSIS  Numeérico 8 2 CLASIFICACIO... {1.00, negat... Ninguna 8 &> Nominal N Entrada
P.ONZAS Numérico 8 2 PESO EN ONZ... {1.00, (LI2.0... Ninguna 8 & Nominal  Entrada
BACTERIAS 'Numérico 8 2 QUE DETERMI... Ninguna 8 & Nominal N Entrada
PGR_1 Numérico 8 2 Predicted group - Ninguna 8 & Nominal \ Entrada
pH Numérico 8 2 pH DE CADA U... Ninguna 8 & Nominal \ Entrada | |
=
[¥]

‘7 [ilBM SPSS Statistics Processorestéfisto | | | | | |

Figura A- 13. Matriz de datos ingresados al programa SPSS Statistics 21



