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RESUMEN

Actualmente muchas especies de colubridos son mantenidas en cautiverio para la
extraccion peridodica de veneno y su posterior estudio; en estas condiciones, son
frecuentes las enfermedades provocadas por el estrés, y la morbi-mortalidad suele ser
elevada. A pesar de la diversidad de parasitos descriptos en ofidios, lo cierto es que
la informacidén sobre parasitos afectando a colubridos aun es escasa. Asi, este trabajo
tuvo la intencién de determinar la frecuencia y diversidad de parasitos afectando a
colubridos mantenidos en dos serpentarios de Argentina. Para tal fin se evaluaron,
mediante examen clinico y analisis coproparasitolégico seriado, 30 especimenes en
total durante los primeros 90 dias de cautiverio de cada uno de ellos, obteniéndose un
83% de animales positivos a parasitosis (considerando endoparasitos y
ectoparasitos). Algunos parasitos fueron identificados a nivel de especie mediante su
observacion con microscopio 6ptico y/o microscopio electronico de barrido. En los
casos en los que se produjo la muerte de los ejemplares se realizé necropsia y analisis
histopatoldgico de muestras de tejidos para determinar su causa y observar las
lesiones a nivel sistémico posiblemente derivadas de la accion parasitaria. Ademas,
se investigd la afectacién estructural de la Glandula de Duvernoy causada por
rabditidos, y la posible consecuencia en su producto de secrecion (veneno). En
conjunto, este trabajo aporta informacion relevante en cuanto a la prevalencia y
diversidad de parasitos que afectan a colubridos de la regidon nordeste de Argentina,
asi como también a las posibles consecuencias que estas infestaciones pueden tener
sobre su estado sanitario en general, y en particular, sobre la estructura/funciéon de su
aparato venenoso.

Palabras clave: Collbridos. Parasitofauna. Ofidios. Cautiverio. Veneno.
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colubrid snakes in captivity: possible correlation with their venom properties.
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ABSTRACT

Nowadays, many species of colubrid snakes are kept in captivity in order to be
submitted periodically to venom extraction procedures and later studies; in these
conditions, pathological events associated with stress are very common, and morbidity
and mortality are often high in frequency. Despite the diversity of parasites described
in ophidians, there are few reports about the parasite fauna in colubrids. This study
addresses the frequency and diversity of parasites found in this group of snakes
admitted to captivity in two serpentariums from Argentina. A total of 30 colubrid
specimens were analyzed — by clinical examination and serial coproparasitological
surveys - during their first 90 days of being in captivity. Twenty-five specimens (83%)
were found to be positive for the presence of parasites (endoparasites and
ectoparasites). Some parasites were identified to species level through optical and
scanning electron microscopy observation. In cases of death, specimens were
necropsied and histopathological exams were performed to determine its cause(s). In
addition, we revealed some systemic lesions induced by endoparasites in colubrids,
showing for the first time rhabitid-induced lesions in the Duvernoy’s gland, as well as
possible alterations caused by this taxon on venom features. Thus, this study
contributes with useful information about the prevalence and diversity of parasites that
affect colubrids from northeastern Argentina, and the consequences of these
infestations on their health status and the structure/function of their venom system.

Key words: Colubrid snakes. Parasite fauna. Ophidia. Captivity. Venom.
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1 INTRODUCCION

1.1 Referencial tedrico
1.1 Conociendo a los ofidios
La taxonomia de las serpientes y las familias de serpientes

presentes en Sudamérica se encuentran esquematizadas en la Figura 1.

Clase
Reptilia

—

Subclase
Diapsida

——

Superorden
Lepidosauria

Orden
Squamata

—

Suborden
Serpentes

R
I 1 1 1 1 1

Familia Familia Familia
Viperidae Colubridae Elapidae

Familia Familia

Leptotyphlopidae Anomalepididae Familia Boidae

Figura 1. Taxonomia de las serpientes (Carreira, 2005).

Con mas de 1580 especies de serpientes, Sudamérica abarca
mas del 46% de la riqueza mundial, siendo el segundo continente con mayor
abundancia de serpientes en el mundo, después de Asia (Giraudo, 2014). En
Brasil estan presentes representantes de nueve familias, 75 géneros y 321
especies (Cardoso et al, 2009). En el Nordeste Argentino habita la mayor
diversidad de serpientes dentro de la Argentina, totalizando 109 especies y
subespecies, un 80% de la riqueza total del pais, y contiene la mayor riqueza y
abundancia de serpientes de la Argentina. Si observamos la riqueza por provincias
en el nordeste argentino, la mayor diversidad de especies corresponde a Misiones
(77 especies y subespecies) y en segundo lugar Corrientes (70 especies y

subespecies) (Giraudo, 2014).
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Serpentes y reptilis significan “el que se arrastra”; estos animales
evolucionaron a partir de un grupo de lagartos (saurios) y se caracterizan por la
ausencia total de extremidades. Como también carecen de orificio auditivo, los
ofidios no pueden escuchar sonidos que se desplazan en el aire, aunque si
perciben vibraciones del suelo, ya que un hueso del oido medio (columela auris)
estd conectado con la articulacion mandibular. La sinfisis mandibular no se
encuentra fusionada, y la mandibula articula en forma laxa con el craneo, por lo
que pueden separarla de éste y realizar una gran apertura bucal, facilitando la
ingestidon de las presas. Algunas serpientes como las boas, pitones, cascabeles y
yararas poseen organos termorreceptores, ubicados en las escamas labiales en
los dos primeros casos (Boidae), o representados por un orificio entre el ojo y las
narinas, llamado foseta loreal, en las yararas y cascabeles (Viperidae) (Giraudo,
2014). Los ofidios carecen de parpados. El sentido del olfato esta bien
desarrollado, la lengua capta las particulas aromaticas u odoriferas del ambiente
y luego las conduce al 6rgano de Jacobson, un érgano sensitivo particular en el
paladar que tiene funcion olfativa y gustativa a la vez (Melgarejo-Giménez, 2006).

Una caracteristica distintiva de los reptiles es su piel seca, cubierta
por escamas y casi desprovista de glandulas; esta particularidad los protege de la
desecacion, pero al mismo tiempo la piel es relativamente impermeable al agua y
gases, por lo que la respiracion es solo pulmonar. La muda o ecdisis de la piel
(particularmente de la epidermis) en las serpientes se produce en una sola pieza,
a diferencia de otros reptiles donde la piel se desprende en fragmentos (Brotons
& Martinez-Silvestre, 2001). Es un proceso regulado por la glandula tiroides que
ocurre a intervalos regulares y depende de factores como la especie, edad, estado
nutricional, presencia de parasitos, desequilibrios hormonales, infecciones,
temperatura ambiental y humedad (Flores-Villela, 2007). Los ofidios son
ectotermos como los anfibios, requiriendo de fuentes externas (principalmente la
radiacion solar) para obtener su temperatura corporal preferida (25° C), la cual se
encuentra dentro de su zona de temperatura 6ptima preferida (23 a 30° C, Varela,
2002).

Los ofidios en general se alimentan de animales vivos, huevos,
carrofia y excepcionalmente pueden poseer una alimentacién mixta (compuesta
por animales y plantas) como es el caso de la culebra Erpeton tentaculatum
(Bauchot, 1996). Para capturar su presa se valen de dos mecanismos: i) la
constriccion - usada por las boas, pitones y algunas culebras -, y ii) el aparato
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venenoso. Este ultimo reduce el riesgo de que la presa escape y/o cause lesiones
al depredador (Mader, 2006).

De acuerdo a la morfologia de su denticion, las serpientes se

clasifican en aglifas, opistoglifas, proteroglifas y solenoglifas (Figura 2).

Aglifas: (a: sin, glifo: ranura) no poseen dientes modificados para
inyectar veneno, si dientes macizos (serpientes ciegas, boas y
varias culebras) (Giraudo, 2014). Varios géneros de ofidios de la
familia Colubridae que presentan este tipo de denticion poseen
glandula de Duvernoy (Weinstein, et al 2011; Serapicos 2006).
Opistoglifas: (opisto: atras) estas serpientes se caracterizan por
poseer un par de dientes alargados a cada lado, en la region
posterior del maxilar superior, (con surcos incompletos) en los
cuales desemboca una glandula salival modificada: la Glandula
de Duvernoy. Esta es una glandula encapsulada en tejido
conectivo, compuesta por células serosas (exclusivamente o
pueden tener células mucosas), organizada en I6bulos
constituidos por tubulos secretores. Estos tubulos convergen
hacia un lumen central uniéndose y formando un conducto
excretor unico, tapizado por células mucosas (Serapicos, 2006;
Taub, 1967). La glandula de Duvernoy no presenta una capacidad
significativa de almacenamiento de veneno y generalmente
carece de una insercion directa de musculo estriado que les
permita presurizar el fondo de la glandula, dificultando asi el
vaciado completo de ésta (Weinstein, et al 2011). Este tipo de
denticion es observado en varios géneros de la familia Colubridae
(Serapicos, 2006).

Proteroglifas: (protero: adelante) Denticién en la que las presas o
colmillos inoculadores estan ubicadas en la region anterior y
superior de la boca del animal. Estos dientes poseen un canal
semicerrado para el paso del veneno y no son moviles. Cuando el
colmillo penetra en los tejidos de la presa, la conexién con el
conducto de la glandula se refuerza, generando asi un sistema
cerrado; esta caracteristica sumada a la disposicion de los
musculos estriados mandibulares (que se insertan y actuan

directamente sobre la glandula) permiten una secrecion activa del
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veneno. Ademas, a diferencia de las glandulas de Duvernoy, estas
glandulas presentan una gran capacidad de almacenamiento del
veneno. Los representantes de la familia Elapidae exhiben esta
denticion (Giraudo 2014, Carreira 2005).

Solenoglifas: (Solen: canal o tubo) Tienen dos grandes colmillos
(a veces 4) en la parte anterior del maxilar, con un orificio interior
completo para inocular veneno como una aguja hipodérmica. Los
dientes en reposo permanecen paralelos al paladar, pero giran
90° en el momento de la mordida conectandose asi con el ducto
de descarga de la glandula venenosa. Este disefio permite que
los colmillos sean mayores, y se logra asi una inoculacién mas
profunda del veneno. En estos ofidios el maxilar se redujo y
perdieron los demas dientes. La glandula del veneno presenta las
mismas caracteristicas descriptas para las serpientes de denticion
proteroglifa. Los vipéridos (yararas y cascabel) presentan este
tipo de denticién (Giraudo, 2014).
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Opistoglifas (la mayoria inofensivas,
algunas peligrosas)

Aglifas

Corte transversal del
diente

g

Proteroglifas Solenoglifas é
(Corales, (Yarards y Cascabel, muy peligrosas)
peligrosas)

Mecanismo elevador de los colmillos de las Solenoglifas

Figura 2: Principales tipos de denticion en ofidios: Aglifa, Opistoglifa, Proteroglifa,
Solenoglifa. d: glandula de Duvernoy, e: glandula supralabial, h: glandula de veneno, i
esmalte, k: dentina, |: cavidad de la pulpa, m: canal del veneno, n: maxilar, o: prefrontal, p:
frontal, parietal y escamoso, q: quadrado, r: pterigoides, s: ectopterigoides. Fuente: Giraudo,
2014.

Las serpientes son parte de la cadena tréfica de los ecosistemas
y tienen un papel fundamental en la ecologia y biodiversidad del medio ambiente
como depredadores de pequefios mamiferos (principalmente roedores) y también
como presas, al ser una importantisima fuente de alimentos para aves rapaces y
mesomamiferos. Ademas, cumplen un rol sanitario ya que los roedores ocasionan

enormes pérdidas a la agricultura y transmiten graves enfermedades al hombre
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como leptospirosis o hantavirus, entre otras, cuyo impacto sanitario puede ser

mayor al ofidismo (Giraudo y col., 2008).

1.2 Familia Colubridae

Esta familia abarca cerca del 65% de todas las especies de ofidios
conocidas (Zaher et al, 2009), de distribucion mundial, salvo en la Antartida, el
Polo Norte, Madagascar y algunas islas oceanicas (Vitt & Caldwell, 2014). La
mayor parte de los representantes de esta familia se encuentra distribuida en
Centroamérica y Sudamérica, de México al extremo sur de América del Sur (Uetz,
2018 y Cadle & Greene, 1993). Su distribucion en Sudamérica abarca casi toda la
superficie, excepto parte de la regidén patagdnica de Argentina y las regiones
Aysén y Magallanes de Chile (Vitt & Caldwell, 2014). Ninguna especie presenta
siquiera vestigios de miembros posteriores y todas retienen sélo el pulmén
derecho y pulmén traqueal desarrollado. Consumen generalmente anfibios,
lagartijas, peces, roedores y pequefias aves, mientras que algunos ofidios mas
especificos basan su dieta en el consumo de caracoles y otros moluscos. En
cuanto a los ambientes que pueden ocupar, hay especies acuaticas, arboricolas,
arboreo-acuaticas, fosoriales y planeadoras (Parker, 1977).

Esta familia Incluye especimenes con denticiones opistoglifas y
aglifas. Varias especies opistoglifas secretan veneno muy activo, siendo tan
peligrosas para los humanos como los ofidios de la familia Viperidae (Cei, 1993).
Estudios recientes evidenciaron que en Sudamérica los accidentes ofidicos
causados por colubridos involucran principalmente a los géneros Oxyrhopus,
Thamnodynastes y Philodryas, este ultimo con diversas especies como P. aestiva
(Puorto y Franga, 2009), P. baroni (Kuch & Jesberger. 1993), P. patagoniensis
(Aravjo & Santos, 1997) y P. olfersii (Araujo & Santos, 1997). También fueron
reportados accidentes con colubridos de los géneros Apostolepis, Boiruna,
Chironius, Clelia, Helicops, Hydrodinastes, Erythrolamprus, Xenodon (Weinstein
etal., 2011). Posiblemente la alta frecuencia de accidentes con el género Helicops,
por ejemplo, se deba al encuentro con estos animales al realizarse actividades
como la pesca, donde las extremidades inferiores pueden encontrarse
desprotegidas. Y en el caso de algunos colubridos que presentan patrones de
coloracién muy llamativos, el accidente ocurre al intentar manipularlas (Weinstein

et al., 2011), como es el caso de Erythrolamprus aesculapii (Menegucci, 2019),
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Philodryas baroni (Sanchez, 2014) y Oxyrhopus guibei (Souza, 2007), que son

actualmente muy comunes en el comercio ilegal de mascotas.

1.3 Venenos de colubridos

Relevamientos epidemioldgicos a lo largo principalmente de las
ultimas décadas y el conocimiento cientifico reciente han aportado informaciones
importantes sobre la capacidad de envenenamiento de las culebras,
principalmente aquellas que son opistoglifas (Weinstein et al., 2011, 2013). Si bien
ha habido controversias sobre la funcion de la secrecion de la glandula de
Duvernoy, asignandose primariamente las funciones de lubricacion, digestion y
antiputrefaccion de las presas e higiene de los dientes, se ha comprobado que
cumple también una funcion en paralizar y matar a las presas, en varios casos con
eficacia similar a la de los venenos de vipéridos y elapidos (Giraudo, 2014;
Soldrzano, 2004). La secrecidén (veneno) de esta glandula posee, en algunas
especies, una toxicidad suficiente como para producir dafos locales severos y
eventualmente también complicaciones sistémicas, ya que exhibe diversas
actividades toxicas, tales como proteolitica, hemorragica, fibrinolitica,
edematizante, necrotizante, entre otras (Peichoto, 2014). La accién proteolitica es
particularmente significativa en el veneno de algunas especies opistoglifas, siendo
la principal responsable de las manifestaciones locales y sistémicas del
envenenamiento. Por ejemplo, en el caso del veneno de la culebra Philodryas
patagoniensis, su actividad proteolitica — la cual esta directamente relacionada con
su capacidad para inducir fendmenos hemorragicos tanto locales como sistémicos
- supera ampliamente a la exhibida por el veneno de Bothrops alternatus, conocida
popularmente como yarara grande (Acosta et al, 2003; Peichoto et al, 2005;
Peichoto et al., 2006).

En Brasil, Philodryas olfersii es |la principal especie responsable
de los accidentes causados por colubridos (Correia et al., 2010), algunos de
considerable gravedad, habiéndose reportado incluso un caso de muerte
(Saloméao & Di Bernardo, 1995). El veneno de este ofidio presenta particularmente
una alta actividad hemorragica, fibrinolitica, edematizante (Rocha & Furtado,
2007; Peichoto et al, 2007a) y dermonecrética (Rocha & Furtado, 2007), y son

principalmente enzimas proteoliticas las responsables de estos efectos.
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1.4 Eventos patologicos que afectan a ofidios en cautiverio

En condiciones de cautiverio se debe priorizar el bienestar animal,
y asi las serpientes deben ser mantenidas bajo condiciones controladas de
alimentacion, luz, temperatura, humedad y espacio fisico; llevandose a cabo la
limpieza y desinfeccion del recinto de forma peridédica, ademas de monitoreos
sanitarios sistematicos (Serapicos, 2002; Rodriguez & Varela, 2014). Sin embargo,
a pesar de todo el empefio y esfuerzo que se coloque para lograr la mayor
sobrevida de los individuos en cautiverio, se sabe que la morbi-mortalidad de los
ofidios suele ser elevada. La ausencia de gradientes de temperatura, la dificultad
de realizar bafos de sol periédicamente y el manejo constante expone a las
serpientes a estrés cronico (Braz et al., 2012). Las alteraciones en la humedad
relativa del ambiente pueden provocar deshidratacion y disecdisis (baja humedad)
o proliferacion de hongos y bacterias (en casos donde la humedad sea muy alta)
(Mader, 2006). Las variaciones de temperatura también son un factor importante
de estrés, ya que las temperaturas muy bajas dificultan la actividad normal de las
enzimas gastricas, pancreaticas y hepaticas, conduciendo a alteraciones en el
apetito, en la digestion y asimilacién de la dieta (Frye, 1991); y las temperaturas
muy elevadas producen inapetencia y también alteraciones en la reproduccion
(Santos, 2006). La regulacién del fotoperiodo de manera inapropiada puede llevar
a que los ofidios recusen alimentarse, a una vitelogénesis anormal, ademas de
hacer a las serpientes mas susceptibles al estrés, debido a alteraciones en la
respuesta inflamatoria y en la produccién de anticuerpos (Mitchell, 2004). Otro
factor a considerar es el manejo de los animales por el personal, el cual puede
influir en la propagacion de algunas infecciones/infestaciones al no realizar
correctamente la desinfeccion o antisepsia de las superficies, de los implementos
utilizados para manipular a los animales, o de los recintos donde se los mantiene
en cautiverio (Atanaskova, 2011).

La causa mas comun de muerte de ofidios en cautiverio se
relaciona con su dificultad para adaptarse a su entorno, lo que se denomina
“sindrome de maladaptacion” (Mader, 2006), el cual es definido como los efectos
patologicos del estrés en un animal mantenido en cautividad. Los agentes
estresores pueden ser clasificados como somaticos (sonidos, olores, presion
atmosférica, frio y efectos de agentes quimicos), psicolégicos (ansiedad, miedo),
comportamentales (superpoblacién, disputas jerarquicas, falta de contacto con

animales de su misma especie, cambios en el ritmo bioldégico) o variados
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(malnutricion, parasitosis, infecciones, cirugias, inmovilizacién, restriccion quimica
o fisica y confinamiento) (Fowler, 2012). Los ofidios que lo padecen presentan
anorexia, emaciacion (aunque estén correctamente alimentados), fragilidad de
tejidos, excesiva carga parasitaria, ulceras intestinales, crecimiento reducido,
fallas reproductivas y susceptibilidad incrementada a diversas infecciones
(inclusive con organismos que normalmente son inocuos).

Cabe mencionar que en algunos procesos infecciosos, como por
ejemplo la estomatitis ulcerativa, producida por una combinacién de un mal
manejo y agentes infecciosos (Salmonella spp, Citrobacter freundii, etc), se
pueden generar placas purulentas o abscesos infraorbitarios o submandibulares
que pueden llegar a comprimir las glandulas del veneno, alterando
mecanicamente la produccién y exteriorizacién de éste (Carriquiriborde, 2010).
Similar situacion se da con la infeccion por bacterias del género Mycobacterium,
que ocasionan lesiones granulomatosas localizadas en el tejido celular
subcutaneo y en la cavidad oral de los reptiles, las cuales pueden adquirir
dimensiones considerables; o en la Enfermedad Fungica de las Serpientes (EFS)
cuyo agente causal es Ophidiomyces ophiodiicola, productor de una inflamacién
granulomatosa severa, llegando a causar deformaciones faciales y una gran
compresion de la glandula (Mader, 2014). Algunos de estos agentes infecciosos
pueden ingresar por el canal de los dientes opistoglifos y llegar, mediante el
conducto, a la glandula de Duvernoy, lo cual puede alterar su produccion o las
caracteristicas de los componentes del veneno. Como agente virico, el
Herpesvirus produce degeneracion y necrosis del epitelio columnar glandular, e
infiltracion inflamatoria de la submucosa; estas lesiones estan asociadas a una
disminucién en la produccién de veneno (Jacobson, 2007).

Las parasitosis en animales silvestres mantenidos en condiciones
de cautiverio se encuentran asociadas a una diversidad de factores que los tornan
mas susceptibles a varias enfermedades infecciosas, entre ellas las producidas
por parasitos, que en vida libre generalmente no representan mayor riesgo, pero
en cautiverio pueden producir lesiones graves y en algunos casos la muerte de los
animales (Atanaskova, 2011). Las parasitosis pueden afectar la supervivencia del
huésped y a su reproduccién en forma directa a través de sus efectos patoldgicos
(pérdidas sanguineas, dafio tisular, disminucion de la tasa reproductiva,
malformaciones congénitas) o indirectamente (provocando una inmunodepresion

en el huésped y afectando su capacidad de supervivencia) (Thawait, 2014). Los
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parasitos tienen una estrecha relacion natural con el modo y el tipo de alimentacion
del hospedador ya que si deben ingresar al sistema digestivo lo haran
directamente a través del alimento ingerido, el cual puede a su vez ser un huésped
intermediario en su ciclo evolutivo (Quiroz, 2005). Ademas, la susceptibilidad a la
parasitosis también esta relacionada a enfermedades concomitantes,
disponibilidad de huéspedes intermediarios, estado nutricional y edad del huésped
(McFarlen, 1991). El analisis de muestras fecales constituye en la actualidad una
de las herramientas mas utilizadas en el seguimiento higiénico-sanitario de
poblaciones silvestres y cautivas en todo el mundo (Roca, 2012). En el caso de
los reptiles, las heces muestran ciertas diferencias comparadas con las del resto
de animales, como la cantidad de heces que puede ser obtenida, que en reptiles
es muy pequefa para los analisis de laboratorio y en su composicion se puede
encontrar uratos, restos de alimentos y tierra que dificultan el diagndstico rapido y
efectivo; por estas razones los procedimientos y actividades presentan ventajas y
limitaciones especificas (Thawait, 2014; Wolf, 2014).

A pesar de la diversidad de parasitos descriptos en ofidios, en la
literatura son escasos (y en algunos casos se encuentran desactualizados) los
estudios sobre las parasitosis que afectan a colubridos mantenidos en cautiverio
en Sudamérica. Silva (1999, 2005, 2007) describi6 endoparasitosis por
trematodos de los géneros Ochetosoma (en un ofidio del género Chironius) y
Haplometroides (en una serpiente del género Phalotris) luego de necropsias
realizadas en dichos colubridos, mantenidos en cautiverio en el sur de Brasil. Lenis
(2009) realizé el hallazgo de trematodos del género Ochetosoma en necropsias
de varios especimenes de colubridos de los géneros Leptophis, Chironius y
Leptodeira, mantenidos en cautiverio en Colombia. Artigas (1988) realiz6 el
hallazgo de trematodes del género Zeferinella en necropsia realizada en un
ejemplar de Erythrolamprus mantenido en cautiverio en Sao Paulo, Brasil. Con
respecto a los nematodos, Vicente et al (1993) informaron el hallazgo en Brasil de
Rhabdias en colubridos del género Liophis, Philodryas y Oxyrhopus, Strongyloides
en Mastigodryas, y nematodos diaphanocephalideos del género Kalicephalus en
colubridos de los géneros Xenodon, Clelia, Erythrolamprus y Leptophis, todos
diagnosticados en necropsias realizadas en dichos ofidios mantenidos en
cautiverio. Barrella et al (2009) describieron nematodos del género Rhabdias
observados al realizar la necropsia de un colubrido del género Spilotes, en Brasil;
y Peichoto et al (2016) efectuaron el hallazgo de nematodos del género Hexametra
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en la necropsia llevada a cabo en un ejemplar de Oxyrhopus, mantenido en
cautiverio en Misiones, Argentina. En un trabajo publicado por Lainson et al (1991)
se reportaron coccidios del género Caryospora en colubridos mantenidos en
cautiverio de los géneros Spilotes y Oxyrhopus, en el norte de Brasil. Regner et al
(2015) hallaron una baja incidencia de coccidios (géneros Eimeria e Isospora) en
colubridos de los géneros Panterophis y Lampropeltis mantenidos en cautiverio en
Buenos Aires, Argentina. En cuanto a ectoparasitos, Nascimento et al (2017)
observaron garrapatas del género Amblyomma en dos colubridos del género
Xenodon, mantenidos en cautiverio en un zoolégico en el norte de Brasil. A pesar
del aparente gran numero de parasitos descritos, lo cierto es que la informacién
aun es escasa si se considera que existen mas de 1.000 especies de colubridos
en el continente sudamericano (Junqueira-de-Azevedo et al, 2016, Zaher et al,

2009) y que cada especie es susceptible a determinados parasitos.
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Justificativa

El grupo de trabajo en el que se encuentra insertada esta tesina posee una amplia
experiencia en el estudio de los venenos de colubridos, que es un area que aun
se encuentra en desarrollo a nivel mundial. Para conseguir analizar y estudiar
estos venenos en profundidad, especimenes de este grupo de ofidios son
mantenidos en cautiverio, donde ocurre una adaptacion del animal a las nuevas
condiciones ambientales, pudiendo desarrollar enfermedades derivadas de las
practicas de manejo inadecuadas, del estrés o de una combinacion de ambos. Asi,
aprovechando los recursos disponibles en el grupo de trabajo, este estudio viene
a contribuir con el conocimiento de las parasitosis que afectan a colubridos
mantenidos en cautiverio. Asimismo, considerando que algunas enfermedades no
solo agravan el estado general del espécimen, sino también pueden alterar la
cantidad y/o calidad del veneno producido, se intentara establecer una posible
correlacién entre parasitosis afectando a colubridos y las propiedades de sus

venenos.
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Pregunta Norteadora e Hipotesis
A pesar de que es rica la biodiversidad parasitaria de colubridos mantenidos en
cautiverio que influyen en su estado sanitario, sélo alguna(s) parasitosis pueden

incidir sobre algunas caracteristicas de sus venenos.
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2. OBJETIVOS

2.1General
- Analizar la frecuencia y biodiversidad parasitaria de colubridos mantenidos en
cautiverio.
- Evaluar la existencia de una posible influencia de las endoparasitosis sobre las

propiedades cualitativas y/o cuantitativas del veneno.

2.2 Especificos
- Determinar la frecuencia y biodiversidad de parasitosis en colubridos
mantenidos en cautiverio.
- Investigar la participacion de las parasitosis en los casos en que,
eventualmente, se produjera la muerte de un espécimen.
- En caso(s) que sea(n) posible(s), establecer una correlacion entre parasitosis

y caracteristicas exhibidas por el veneno del espécimen en cuestion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Se trata de un estudio descriptivo, donde se incluyeron individuos adultos y activos
de especies de colubridos que fueron admitidos al serpentario de las siguientes

instituciones:

- Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional del
Nordeste — (UNNE) en Corrientes, Argentina. Los especimenes de este grupo
provienen de actividades de rescate solicitados por la comunidad de diversas
areas de la provincia de Corrientes, forman parte del plantel de especimenes
del Centro Interactivo de Serpientes Venenosas de Argentina (CISVA) en el
marco del Programa de Extension “Universidad en el medio” (Resolucion N°
109/18) y proyectos de investigacion llevados a cabo por la catedra de
Farmacologia y Toxicologia y subsidiados por la Secretaria General de Ciencia
y Técnica y por la Secretaria de Extension Universitaria. Los colubridos
mantenidos en cautiverio son destinados al uso exclusivo en investigaciéon
cientifica (desarrollo de tesinas, doctorados, maestrias) y en actividades de

extension.

- Instituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT) en Puerto Iguazu, Misiones,
Argentina. Los especimenes de este grupo fueron capturados en el Parque
Nacional Iguazu (Argentina), segun permiso de investigaciéon NEA 335 de la
Administracion de Parques Nacionales, y mantenidos luego en cautiverio para
la extraccion periddica de sus venenos (objeto de estudio en diversos proyectos

de investigacion).

Ambos grupos de ofidios fueron mantenidos en un régimen de tipo intensivo,
siguiendo el protocolo de manutencion descripto por Braz et al. (2012)
(Fotografia 1). Todos los especimenes fueron sometidos a un bafio con
yodopovidona al 1% (Mader, 2006, Varela, 2002) al ser admitidos en el
serpentario. Los animales fueron alimentados mensualmente con ratones (Mus
musculus) con un peso correspondiente al 10% del peso vivo del animal
(aproximadamente) en el serpentario de la UNNE, y con una mezcla

semiliquida de pescado y huevos (en una cuantia en mililitros también de
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aproximadamente el 10% del peso vivo del animal) administrados a través de

una sonda gastrica, en el caso del INMeT. El proyecto fue presentado y
aprobado por el Comité de Etica y Bioseguridad (CEB) de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Nordeste (FCV-UNNE) el
3 de agosto de 2018 (Protocolo N° 0078).

Fotografia 1. Serpientes mantenidas en cautiverio en recintos individuales de plastico en: a)
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNNE, Corrientes; b) Instituto Nacional de Medicina Tropical,
Puerto Iguazu. Imagenes del autor.
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3.2 Examen clinico: La evaluacion clinica periddica se realizd de acuerdo con la
metodologia establecida por Varela (2002), considerando los métodos de
contencion, la historia clinica de los animales, la resefia (especie, sexo, edad,
peso y tamafio), anamnesis (datos sobre la procedencia del animal) y examen
fisico completo. La identificacion de las especies de colubridos fue basada en
las claves taxonOmicas de Giraudo (2004). La determinacién del estado de
desarrollo biolégico se realizé mediante la inspeccion. También fue registrada
la medida longitud hocico - cloaca (LHC) para cada ejemplar, utilizando analisis
morfométricos. Esta técnica consiste en realizar una medida por la parte ventral
del animal desde la parte mas craneal de la boca hasta la cloaca y la medida
en centimetros es expresada como porcentaje 100; asi los 6rganos internos se
localizan a un determinado porcentaje: corazén, 22 - 35%; pulmones, 25 - 60%;
sacos aeéreos, 45 - 85%; higado, 35 - 60%; estobmago, 45 - 65%; bazo, pancreas
y vesicula biliar, 60 - 70%; intestino delgado, 65 - 80%; rifiones, 65 - 90%; colon,
80 - 100% (Fotografia 2).



Fotografia 2. a) Localizacion del corazon a 25% de la LHC. b) Registro de la medida
LHC en un ejemplar de Erythrolamprus aesculapii. Imagenes del autor.

3.2.1 Técnicas especiales: palpacidon, auscultacion, percusion, restriccion,
transiluminacion, examen de la cavidad bucal, comprobacién del tono
muscular, inspeccion oftalmoldgica.

Técnica para la determinacion del sexo en reptiles: Las serpientes no presentan
un dimorfismo sexual evidente; algunos caracteres sexuales secundarios

pueden ser orientativos (como el mayor niumero de escamas ventrales y
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subcaudales en los machos, y la cola méas larga, ya que alli se alojan los
hemipenes). En este trabajo se utilizaron dos técnicas de sexado tal como
propuesto por Divers (1996). En especimenes pequefios se utilizo la técnica de
eversion de los hemipenes, realizando presion cuidadosa en la base de la cola,
o inyectando solucién salina; y en ofidios de mayor tamafio se utilizo la técnica
de sexado por medio de una sonda o catéter de punta roma, que ingresa en la
cloaca, y de acuerdo a cuantas escamas subcaudales abarca el ejemplar es
macho (si abarca de 5-15 escamas) o hembra (si no abarca mas de 1-3

escamas) (Fotografia 3).
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Fotografia 3. a) Técnica de eversion de hemipenes en un ejemplar de Leptophis
ahaetulla marginatus. b) Técnica de sexado con catéter de punta roma en un
ejemplar de Mussurana bicolor. Imagenes del autor.

3.3 Examen parasitoldgico: Se utilizaron las siguientes técnicas:

3.3.1 Observacion macroscopica de ectopardsitos: se procedié a la

realizacion de una inspeccion minuciosa de todo el cuerpo del animal con
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ayuda de la palpacion, ya que la mayoria de los ectoparasitos se localizan entre
las escamas. Luego se extrajeron los ectoparasitos con una pinza (realizando
suave traccién en sentido caudal para permitir la liberacion de sus piezas
bucales) y fueron observados con la ayuda de una lupa estereoscépica para
clasificarlos de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas, utilizando claves

taxonémicas.

3.3.2 Observacién macroscoOpica de estadios adultos de paréasitos en
materia fecal: se llevé a cabo la observacién de la coloracion de la cuticula y
caracteristicas morfolégicas, asi como también mediciones que pueden auxiliar

en la identificacion (Cordero del Campillo, 2001).

3.3.3 Examen microscopico:
3.3.3.1 De parasitos adultos recuperados en materia fecal: los parasitos
adultos fueron lavados con solucion fisiologica y luego observados al
microscopio optico, a fin de identificar estructuras caracteristicas que ayuden a
su clasificacion taxondmica.
Algunos parasitos adultos fueron también observados con Microscopio
Electronico de Barrido (MEB). Para tal fin, los parasitos colectados fueron
fijados en formol tamponado al 10% y luego deshidratados con alcohol y
acetona, para posteriormente ser secados por el método de punto critico y
finalmente metalizados con una fina capa de oro (Microscopio modelo JEOL
5800 LV con un voltaje de aceleracion de campo de 15 Kv).
3.3.3.2 De heces:
Los analisis coproparasitologicos fueron realizados siguiendo el protocolo
descripto por Mader (2006), desde el periodo de admision al cautiverio y por el
término de 90 dias en total. Fueron colectadas muestras de materia fecal (sin
uratos) que se colocaron en medio conservante (formol al 10%). Las colectas
fueron realizadas en forma seriada a fin de obtener un volumen suficiente para
los ensayos, asi como también cubrir un periodo de tiempo suficiente que
ayude a la deteccion de estructuras parasitarias eliminadas de modo
intermitente (por ejemplo, la puesta de los helmintos es irregular y la emisién

de ooquistes es discontinua).
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Los elementos parasitarios a menudo estan muy diluidos en las
deposiciones/muestras para ser identificados facilmente mediante examenes
realizados con su concentracién natural. Es por ello que para el diagndstico
parasitolégico se utilizan métodos que concentran (o enriquecen) los elementos
parasitarios, los cuales se describen a continuacion:

Técnica de flotacion: Esta técnica concentra los elementos parasitarios y los

separa del detrito de las deposiciones que dificulta la observacién. Se utilizan
soluciones con una densidad un poco superior a la de los elementos
parasitarios de manera que éstos floten y puedan ser recogidos de la superficie.
La solucion azucarada de Sheater y la solucién sobresaturada de cloruro de
sodio (Solucién de Willis) son las mas utilizadas. Esta técnica se utiliza para la
identificacion de huevos que presentan camara de aire (huevos de nematodes),
huevos de pentastomidos y ooquistes de protozoarios.

La técnica descripta por Barriga (2002) consiste en homogeneizar la materia
fecal con 15 mililitros de la solucion de Sheater o Willis, filtrar el homogenado
con un colador fino de té para remover las particulas grandes, y verter el filtrado
en un tubo o frasco de vidrio hasta que la superficie del liquido forme un
menisco en la boca del tubo. Luego se deposita un cubreobjetos limpio en la
boca del tubo de modo que haga contacto con el liquido, pero sin formar
burbujas. A medida que los huevos asciendan se pegaran al cubreobjetos.
Dejar reposar por 7 minutos (Fotografia 4). Levantar el cubreobjetos en posicion
horizontal de modo que quede una gota de suspension colgando de él,
colocarlo sobre un portaobjetos y llevarlo al microscopio para examinarlo.

Técnica de sedimentacion: La técnica de sedimentaciéon es utilizada para el

diagndstico de huevos compactos y sin cdmara de aire (cestodes, trematodes,
acantocéfalos). Se basa en la concentracion de elementos parasitarios por la
accion de la gravedad, y se lleva a cabo suspendiendo las heces en agua
corriente, agua destilada o solucion salina y dejando que se verifigue un
asentamiento natural, o bien se puede acelerar el proceso mecanicamente por
medio de la centrifugacién. La técnica de sedimentacion comun o simple
utilizada fue la descripta por Barriga (2002), la cual consiste en mezclar la
muestra de heces con 200 mililitros de agua corriente y algunas gotas de
solucion detergente de Dennis, Stone & Swanson (DSS), luego filtrar la
suspension con un colador fino de té 2 0 3 veces para remover las particulas

mas gruesas. Verter el filtrado en una copa cénica y dejarlo reposar por 15
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minutos, los huevos sedimentaran y gran parte de los detritos flotara. Luego se
realiza la remocion del sobrenadante sin levantar el sedimento, para eliminar
los detritos. A continuacion, se resuspende el sedimento en 200 mililitros de
agua corriente, dejando reposar 15 minutos nuevamente y luego se repite el
procedimiento de remover el sobrenadante, sin eliminar el sedimento. Se
realiza una leve agitacion del sedimento y con una pipeta se remueven unas
gotas pasandolas a un portaobjetos, para observar al microscopio. Este método
es simple pero lento y no es muy eficiente, ya que puede no detectar parasitosis
leves (Fotografia 5).

Existen varias técnicas de sedimentacién especial, la utilizada en este caso fue
la técnica de sedimentacion por centrifugacion del formol-éter o técnica de
Richie, descripta por Barriga (2002), la cual consiste en homogeneizar la
muestra de heces con 10 mililitros de agua corriente y algunas gotas de
solucion de DSS sin formar espuma para remover mas detritos. Filtrar la
suspension a través de doble capa de gasa colocada en la boca de un embudo.
Este procedimiento puede realizarse 2 o0 3 veces, dependiendo de la cantidad
de detritos que contenga la materia fecal. Luego se recoge la suspension en un
tubo cilindro-conico para centrifuga de 15 mililitros. Se agregan 2 mililitros de
éter y se agita el tubo para homogeneizar, posteriormente centrifugar a 1500
rpm por 5 minutos. Descartar el sobrenadante y agregar 5 mililitros de formol al
10% vy agitar vigorosamente por 30 segundos. Volver a centrifugar por 2
minutos a 1500 rpm, luego descartar el sobrenadante con un golpe seco y con
una pipeta tomar una pequefa cantidad del sedimento y colocarlo en una placa
de Petri o portaobjetos, agregando algunas gotas de lugol para que facilite la
observacion de los huevos. Posteriormente observar en microscopio
(Fotografia 6).

Los resultados de los analisis coproparasitologicos fueron expresados
utilizando una escala de cruces, que indican infestaciones con carga parasitaria
baja (una cruz, observacién de 1-2 huevos u ooquistes por campo), infestacion
leve (dos cruces, 4 a 7 huevos/ooquistes por campo), infestacion moderada (8
a 12 huevos/ooquistes) y cargas parasitarias muy altas (4 cruces, 10-15 o mas
huevos u ooquistes por campo) siempre considerando el campo microscoépico

observado con aumento 400x (Quiroz, 2005).
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Fotografia 4. Técnica de enriquecimiento por flotacién con solucién azucarada de
Sheater. Imagen del autor.

Fotografia 5. Técnica de sedimentacién comun utilizando Solucidon de Dennis,
Stone & Swanson. Imagen del autor.
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Fotografia 6. Pasos de la técnica de sedimentacion por centrifugacion, técnica de Richie o técnica
del formol-éter. Imagenes del autor.

3.4 Técnica de necropsia: Se utiliz6 la metodologia aplicada por Martinez-
Silvestre (2001).

3.4.1 Examen externo: evaluacion de la condicion nutricional y del grado de
hidratacion del animal, continuando con la observacion del estado de la piel, de
la cavidad oral, ojos, narinas y cloaca; para finalizar se realiza una palpacién
cuidadosa en busca de traumas, masas o tumefacciones.

3.4.2 Examen interno: Para realizar el examen interno de una serpiente, el
animal es posicionado en decubito dorsal. Se practica una incision en la linea
media ventral, desde la cloaca cranealmente hasta el espacio intermandibular,
luego la piel es luego desplazada a los lados en todo el cuerpo del animal,
exponiendo el tejido subcutaneo y muscular.

Para el examen de la cavidad oral se incide por la articulacion
temporomandibular, permitiendo examinar la lengua, la glotis, el eso6fago
proximal y la trAquea. La cavidad celémica es examinada luego de la incisién en
la linea media ventral, separando el tejido subcutaneo y muscular, observando
todos los 6rganos in situ; las serpientes con buena condicion corporal presentan
cuerpos grasos en la cavidad celémica. El timo y la glandula tiroides se

encuentran localizados cranealmente al corazén. Las visceras de la cavidad
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celémica se retiran totalmente, para realizar un examen detallado y organizado
de todos los 6rganos. Utilizando la traccion en sentido caudal desde la laringe,
la trdquea y el eséfago, se van separando de la cavidad cortando el tejido
conectivo y sosteniendo los bordes de la traquea y es6fago con unas pinzas con
garra. Todas las visceras se retiran y son dispuestas en una mesa de diseccion.
Se inicia la inspeccion con el corazon, se realiza una incision en el vértice y se
continua hasta las auriculas y grandes vasos, para visualizar el endocardio y las
valvulas cardiacas. Posteriormente es examinada la trdquea, los bronquios vy el
pulmén. La traquea se abre con ayuda de una tijera en direccion caudal hasta el
pulmén (que termina en un gran saco aéreo). Se observa la luz traqueal y del
pulmén en busca de secreciones, nédulos o material extrafio, y se toman
muestras del pulmon que involucren diferentes regiones. Luego se continda con
el higado, que es un ¢6rgano alargado, de color café, con la vesicula biliar
localizada distalmente. En el examen del higado deben buscarse cambios de
coloracion, tamafio, forma, presencia de masas o nodulos, y deben realizarse
diversos cortes del parénquima. El bazo cortado a la mitad para su muestreo,
con la finalidad de que el formol penetre en el parénquima. Algunas especies de
serpientes presentan el bazo y el pancreas fusionados (esplenopancreas). El
tracto gastrointestinal de las serpientes es una estructura simple compuesta por
el estbmago, intestino delgado e intestino grueso. Deben ser muestreadas varias
secciones del intestino para su estudio histopatolégico. Para examinar la mucosa
del tracto gastrointestinal, se corta el mesenterio con una tijera y posteriormente
se abre desde el estdbmago hasta el intestino grueso. Se buscan alteraciones en
la coloracion, engrosamiento de las paredes intestinales o de los pliegues
estomacales, como también parasitos gastrointestinales. Los rifiones son
multilobulados, de color café oscuro y los uréteres se conectan directamente con
el urodeum en la cloaca. Se examinan los rifiones, y si presentan alteraciones
de coloracién o tamafio; luego incidir con bisturi para determinar cambios en la
consistencia o la presencia de uratos. Las glandulas adrenales son estructuras
alargadas, delgadas, de color café amarillento, localizadas entre el mesorquio y
mesovario en machos y hembras, y deben ser colectadas con los rifiones. En los
machos, los testiculos son alargados y se localizan entre el pancreas y el rifidn;
en las hembras, los ovarios se localizan cerca del pancreas. Es importante

examinar los oviductos en busca de gravidez o presencia de huevos.
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3.5Analisis histopatolégico: Las muestras de tejidos (y eventualmente
endoparasitos) obtenidas en necropsias fueron fijadas en formol tamponado al
10%, y luego procesadas por técnicas clasicas histopatologicas, cortadas con
micrétomo tipo Minot a 5 pm, y finalmente coloreadas con tincion de
Hematoxilina-Eosina (H-E) y eventualmente otras tinciones especiales como azul
de toluidina (Prophet et al, 1995).

3.60bservacion microscoOpica de parasitos adultos recuperados en necropsia:

Se procedié de modo similar a lo descrito en el item 3.3.3.1.

3.7 Caracterizacion de venenos de colubridos
3.7.1 Veneno de colubridos
La extraccion fue realizada mensualmente, 3 semanas luego de la alimentacion,
siguiendo la metodologia descripta por Ferlan et al. (1983) (Fotografia 7). Luego
de cada procedimiento, se desinfectaron los colmillos con solucion de iodo

povidona al 1% para prevenir infeccion bacteriana.
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Fotografia 7. Extraccion de veneno en un ejemplar de Leptophis ahaetulla marginatus
siguiendo la metodologia descripta por Ferlan et al (1983). Imagen del autor.

3.7.2 Determinacion de la concentracién de proteinas

El contenido proteico se determind mediante fluorometria (Qubit 2.0, Life
Technologies).

3.7.3 Perfil proteico

Se analiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (1970). En el caso de
venenos de colubridos constituidos principalmente por componentes de baja masa
molecular, se realiz6 electroforesis con Tricina (Tricina-SDS-PAGE) usando geles
resolutivos de 16,5% (Schagger y von Jagow, 1987). En ambos casos, las
muestras se analizaron en condiciones reductoras (con 2-mercaptoetanol) y no
reductoras (sin 2-mercaptoetanol). Los geles se tifieron con nitrato de plata

(AgNO:s) segun procedimiento descrito previamente (Blum et al, 1987).
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3.74 Actividad proteolitica

Se utiliz6 un ensayo sobre azocaseina previamente descripto (Wang & Huang,
2002). En forma resumida, la mezcla de reaccion compuesta por 90 pL de
azocaseina 5 mg/mL y 10 pL de solucién de veneno, se incubaran a 37 °C durante
90 min. Posteriormente, la reaccion se detendra mediante adicién de 200 uL de
acido tricloroacético 5% (m/v) a TA. Después de centrifugar a 12.500 g durante 5
min para remover el material sin hidrolizar, se mezclaran 150 yL del sobrenadante
con un volumen equivalente de NaOH 0,5 M, y se determinara la absorbancia a
450 nm. Con el fin de trazar una curva de concentracion-actividad, se testearan
diluciones seriadas de cada una de las muestras de veneno. La actividad
especifica se expresara en unidades/mg de proteina, definiéndose una unidad de
actividad enzimatica como la cantidad de proteina capaz de causar un incremento

de 1 unidad de absorbancia por min a 450 nm.
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4 RESULTADOS
4.1 Para la realizacién de este proyecto se evaluaron en total 30 ejemplares
de colubridos, 18 en la FCV-UNNE y 12 en el INMeT. En la Tabla 1 se
muestran las especies de colUbridos comprendidas en este trabajo. De los
ejemplares de la FCV — UNNE, 15 fueron diagnosticados con parasitosis y 3
presentaron resultados negativos, mientras que de los especimenes
evaluados en el INMeT, 10 presentaron parasitosis y en 2 de ellos no se

encontraron parasitos.

Tabla 1. Ejemplares con ectoparasitos y/o endoparasitos distribuidos segun especie de colubrido.

_ Tamafio N° de especimenes N° de especimenes
Especie . L.
muestral con endoparasitos con ectoparasitos
Xenodon merremii 3 3 (100%) -
Philodryas olfersii aestivus 3 2 (67%) -
Philodryas patagoniensis 6 6 (100%) 1(17%)

Leptophis ahaetulla

_ 7 5 (71%) -
marginatus
Tamnodynastes strigatus 1 1 (100%) -
Mussurana bicolor 1 1 (100%) -
Oxyrhopus guibei 2 2 (100%)
Philodryas olfersii olfersii 3 3 (100%) -
Erythrolamprus aesculapii 1 1 (100%) -
Sibynomorphus
_ 1 1 (100%) -
ventrimaculatus
Chironius bicarinatus 1 - -
Oxyrhopus petolarius 1 - -
Total 30 25 (83%) 1 (3%)

4.2 Examen parasitologico:

4.2.1 Observacién macroscoOpica de ectopardsitos

Se realizd el hallazgo de un ectoparasito hematdéfago en un ejemplar de
Philodryas patagoniensis del serpentario de la FCV-UNNE, el cual fue extraido

con pinzas para ser observado en lupa y evaluar diferentes caracteristicas
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taxonomicas que permitieron su identificacion. La garrapata colectada fue
identificada como un ejemplar hembra y presentd las siguientes
caracteristicas:

Escudo semi-triangular con ornamentaciones mas palidas en la base y en el
area escapular, y puntillado abundante en el area detrds de los 0jos;
espolones en las coxas | a IV pequefios y no salientes, denticién del hipostoma
3/3. Asi, se clasific6 taxondmicamente como perteneciente al género
Amblyomma especie dissimile, segun la clave de Robinson (1926) (Fotografia
8).

Fotografia 8. a) Ejemplar de Philodryas patagoniensis afectada por ectoparasitosis
(flecha). b) Observacion con lupa para clasificar al parasito. Ejemplar hembra. Imagenes
del autor.

4.2.2 Observacién macroscoépica de endoparasitos adultos: 9 nematodos
adultos (6 hembras y 3 machos) fueron recuperados de la materia fecal del
ejemplar con numero de identificacion 003 (Leptophis ahaetulla marginatus) en
los cuales se aplicaron analisis morfométricos obteniéndose una longitud de 2
a 5 centimetros para las hembras y 2 a 4 centimetros para los machos

(Fotografia 9).
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Fotografia 9. Observacion macroscépica de nematodos adultos del ejemplar 003 (Leptophis
ahaetulla marginatus) del INMeT. Se observan dos machos en la parte superior y una hembra
en la parte inferior de las fotografias.

4.2.3 Examen microscoépico

4.2.3.1 Observacion microscopica de endoparésitos adultos

Los nematodos recuperados del ejemplar 003 fueron observados al
microscopio 6ptico identificandose estructuras del extremo anterior y posterior
de machos y hembras (Fotografia 10).
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Fotografia 10. Fotomicrografia por microscopia 6ptica de nematodos de Leptophis
ahaetulla marginatus (003). a) Extremo anterior, se observan los 3 labios que
caracterizan a los ascaridos. b) Extremo posterior de la hembra. ¢) Extremo posterior del
macho, se observan las espiculas. D) Utero de la hembra.

Los mismos nematodos se observaron también con MEB con el fin de
observar con mayor detalle las espiculas, las papilas pre-cloacales y
caracteristicas distintivas del extremo anterior (Fotografia 11).
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Fotografia 11. Fotomicrografia por microscopia electronica de barrido de nematodos de Leptophis
ahaetulla marginatus (003). a) Extremo anterior, se observan los 3 labios caracteristicos de los
parasitos de la familia Ascarididae. 100x. b) Detalle del extremo anterior, se observan las papilas
labiales. 300x. c) Extremo posterior de la hembra, se observa la apertura cloacal. 90x. d) Extremo
posterior del macho, se distingue una hilera de papilas pre-caudales. 90x. Imagenes del autor.

En el caso del espécimen con numero de identificacion 007 (Leptophis
ahaetulla marginatus, del INMeT) fueron encontrados 3 parasitos adultos
compatibles con trematodes de la subclase Digenea en la cavidad bucal, y

fueron posteriormente observadas con MEB (Fotografia 12).



Fotografia 12. Fotomicrografia por microscopia electrénica de barrido de trematodos de Leptophis
ahaetulla marginatus (007). a) Parasito adulto de la subclase Digenea, se observan las ventosas
oral y ventral. 33x. b) Detalle de las ventosas, se distinguen algunas papilas sensoriales entre
ambas. 100x. c) Se observa la cuticula con espinas caracteristicas y la salida de huevos por el poro
genital. 300x. d) Detalle del tegumento, que presenta pequenos engrosamientos de la cuticula en

forma de espinas, rodeando la ventosa ventral. 200x.

4.2.3.2 Examen parasitolégico microscopico en materia fecal

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados del analisis coproparasitologico

semicuantitativo realizado al momento de la admision al cautiverio de cada ejemplar.



Tabla 2. Resultados del analisis coproparasitolégico de muestras de especimenes
mantenidos en el serpentario de la FCV - UNNE.

[)] (%] [%)]
g g g g
Qo o h= = k=] Q
Cédigo del 28| B K g |g=E |8s
e Especie 7 g o E o g2 8§
espécimen S Qg o 3 3 3 8 g 2
g3 | 8 3 8 |25 |2 %
@] = > > = 9]
o ) ) S o
=} S S o
I T T 5
Xm 1-16 Xenodon merremii (++) - (+++) +) - (+)
Xm 2-16 Xenodon merremii - (++) - - - -
Xm 1-17 Xenodon merremii - (++) (++) - - -
POL 1-15 | Philodryas olfersii aestivus | (++++) - +) - - -
POL 2-15 | Philodryas olfersii aestivus - (++) (+++) - - -
POL 2-18 | Philodryas olfersii aestivus - - - - - -
Pp 1-17 Philodryas patagoniensis - - (++++) | (+++4) - (++)
Pp 3-18 Philodryas patagoniensis - - (++) ) - (+++)
Pp 4-18 Philodryas patagoniensis - (+) - (++) - (+++)
Pp 5-18 Philodryas patagoniensis | (++++) - (++4) - (+++) -
Pp 6-18 Philodryas patagoniensis - - (++) - (++++) | (++4)
Pp 1-19 Philodryas patagoniensis (+) - (+++) - - -
Leptophis ahaetulla
LAM 3-17 ) - - - - - .
marginatus
Leptophis ahaetulla
LAM 4-17 _ - - (++) - ) -
marginatus
TD 1-15 Thamnodynastes strigatus | (++)
MB 1-17 Mussurana bicolor - - (+) - - -
0G 1-18 Oxyrhopus guibei - - (+++) - - -
CB 1-19 Chironius bicarinatus - - - - - -
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Tabla 3. Resultados del analisis coproparasitologico de muestras de especimenes mantenidos en
el serpentario del INMeT.

Cédigo del _ % 18 | S8 |%8
espécimen Especie z § § é % § % :§
go | T | 28 | £<

001 Leptophis ahaetulla marginatus (++4)
002 Leptophis ahaetulla marginatus - - - -
003 Leptophis ahaetulla marginatus - (++)
005 Leptophis ahaetulla marginatus (++) - (+)
007 Leptophis ahaetulla marginatus (++) (++) -
011 Philodryas olfersii olfersii (+++) +)
012 Philodryas olfersii olfersii (++) (++++)
015 Philodryas olfersii olfersii - (+)
006 Oxyrhopus guibei - (+)
013 Oxyrhopus petolarius - -
014 Erythrolamprus aesculapii (+) (++++)
016 Sibynomorphus ventrimaculatus (++++)

En la fotografia 13 se muestran los huevos y ooquistes de diferentes taxones
parasitarios encontrados en muestras de MF de colubridos comprendidos en este

estudio.
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Fotografia 13. a) Fotomicrografia de oquiste tipo Eimeria de Coccidios (medida: 38 pm). 400x.
b) Fotomicrografia de huevo de digeneos. Medida: 48 um. 400x. c) Fotomicrografia de huevos
de rabditidos (medida: 72 ym). 400x. d) Fotomicrografia de huevo de ascaridos (medida: 92
pm). 400x. e) Fotomicrografia de huevo de diaphanocephalideos (medida: 71 um). 400x. f)
Fotomicrografia de huevos de pentastémidos (medida: 110 uym). 400x. Imagenes del autor.

Se calculd la prevalencia de cada taxén de endoparasitos por especie de colubrido.

Los resultados se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Prevalencia de endoparasitos por especie de colubrido.

Especie de Tamafio . . . . . .
coccidios digeneos rabditidos ascaridos diaphanocephalideos pentastémidos
colubrido muestral
X. merremii 3 1 (33%) 2 (66%) 2 (66%) 1 (33%) - 1 (33%)
P. 0. aestivus 3 1 (33%) 1 (33%) 2 (66%) - - -
P. patagoniensis 6 2 (33%) 1 (16%) 5 (83%) 3 (50%) 2 (33%) 4 (67%)
L. ahaetulla
. 7 1 (14%) 1 (14%) 3 (43%) 2 (28%) 1 (14%) -
marginatus
T. strigatus 1 1 (100%) - - - - -
M. bicolor 1 - - 1 (100%) - - -
O. guibei 2 - - 1 (50%) 1 (50%) - -
P. o. offersii 3 - - 2 (66%) 3 (100%) - -
E. aesculapii 1 - - 1 (100%) 1 (100%) - -
S.
. 1 - - - 1 (100%) - -
ventrimaculatus
C. bicarinatus 1 - - - - - -
O. petolarius 1 - - - - - -
Total 30 6 (20%) 5 (17%) 17 (57%) 12 (40%) 3 (10%) 5 (17%)

En la tabla 5 se muestra la biodiversidad parasitaria por individuo de cada especie, y
en la figura 3 se encuentra esquematizada la biodiversidad parasitaria observada en

cada especie.
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Tabla 5. Biodiversidad parasitaria por individuo de cada especie de colubrido comprendido en el

estudio.

Especie NUumero de taxones de parasitos por individuo
Total (n=30) (Media = Desv. Estandar cuando n = 3)

Xenodon merremii (n= 3) 2,33+1,53

Philodryas olfersii aestivus (n= 3) 1,33+1,15

Philodryas patagoniensis (n= 6) 2,833+0,41

Leptophis ahaetulla marginatus (n=7) 1,14 + 0,90

Philodryas olfersii olfersii (n= 3) 1,67 £0,58
Oxyrhopus guibei (n=2) 1
Tamnodynastes strigatus (n=1) 1
Mussurana bicolor (n=1) 1
Sibynomorphus ventrimaculatus (n=1) 1
Erythrolamprus aesculapii (n=1) 2
Chironius bicarinatus (n=1) 0
Oxyrhopus petolarius (n=1) 0
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Figura 3. Biodiversidad parasitaria por especie de colubrido.
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Oxyrhopus guibei Philodryas olfersii offersii

= rabditidos = ascaridos " rabditidos ® ascaridos

Erythrolamprus aesculapii

m rabditidos ascaridos



Tratamientos y evolucién

En algunos especimenes se

realiz6 un
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tratamiento con farmacos

endoparasiticidas y posteriormente se repitié el examen coproparasitolégico

para evaluar su evolucion (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Tratamientos realizados y evolucion de los especimenes mantenidos en el

serpentario de la FCV — UNNE.

Cadigo del _ ) _ »
o Especie Tratamiento realizado Evolucion
espécimen
Febendazol 25 mg/kg / 7 | Se repiti6 el analisis
m 1.16 Xenodon dias PO, 2 aplicaciones. | a las 2-3 semanas,
m -
merremii Sulfadimetoxina 90 | siendo el resultado
mg/kg/24 hs PO por 3 dias. | negativo.
) Muri6 a las dos
Xenodon Praziquantel 8 mg/kg PO/14 o
Xm 2-16 . o semanas de iniciado
merremii dias, 2 aplicaciones. _
el tratamiento.
Praziquantel 8 mg/kg PO/14 | Se repitid el andlisis
Xenodon dias, 2 aplicaciones. | a las 2-3 semanas,
Xm 1-17 . _
merremii Febendazol 25 mg/kg /7 | siendo el resultado
dias PO, 2 aplicaciones. negativo.
Se repitié el analisis
Py 3.18 Philodryas Febendazol 25 mg/kg /7 | a las 2-3 semanas,
P patagoniensis | dias PO, 2 aplicaciones. siendo el resultado
negativo.
Se repitié el analisis
D 115 Tamnodynastes | Sulfadimetoxina 90 | a las 2-3 semanas,
strigatus mg/kg/24 hs PO por 3 dias. | siendo el resultado
negativo.
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Tabla 7. Tratamientos realizados y evolucion de los especimenes mantenidos en
el serpentario del INMeT.

Cadigo del _ ) _ »
o Especie Tratamiento realizado Evolucion
espécimen
_ A las 2-3 semanas se
Leptophis Febendazol 10% . o
y repitic el analisis,
001 ahaetulla suspension, 40 mg/kg PO,
_ o . dando resultado
marginatus repeticion a los 6 dias. _
negativo.
_ A las 2-3 semanas se
Leptophis L s
Febendazol 25 mg/kg/7 | repiti6 el analisis,
003 ahaetulla ] o
_ dias PO (3 aplicaciones). dando resultado
marginatus :
negativo.
_ Sulfametoxasol 25g/1000g, | A las 2-3 semanas se
Leptophis . : .
2 dosis continuadas y 5 | repiti6 el analisis,
005 ahaetulla ) _
_ dosis dia por medio, IM en | dando resultado
marginatus :
musculo paravertebral. negativo.
_ Febendazol 25 mg/kg/7 _
Leptophis o Posteriormente todos
dias PO (3 aplicaciones). . )
007 ahaetulla ) los analisis dieron
_ Praziquantel 8  mg/kg _
marginatus resultado negativo.
PO/14 dias.
Posterior al
012 Philodryas Febendazol 25 mg/kg/7 | tratamiento los
olfersii olfersii | dias PO (3 aplicaciones). analisis dieron
resultado negativo.
Posterior al
014 Erythrolamprus | Febendazol 25 mg/kg/7 | tratamiento se
aesculapii dias (3 aplicaciones). produjo la muerte del
ejemplar

En algunos casos no fue realizado el tratamiento, por alguno de los siguientes

motivos:

- A la evaluacién clinica se constatd que el espécimen se encontraba

debilitado, deshidratado, o con alguna carencia nutricional (por lo cual no
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responderia al tratamiento, o bien éste constituiria un factor agravante de
Su estado general);

Por muerte del ejemplar;

Por obtener una carga parasitaria leve/moderada en los andlisis
coproparasitolégicos, considerando que muchas de las parasitosis son
autolimitadas.

La evolucién de los ejemplares que no recibieron tratamiento se muestra en

la tabla 8.
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Tabla 8. Evolucion de ejemplares que no recibieron tratamiento de acuerdo al analisis

coproparasitologico.

Codigo del _
s Especie Evolucion
espécimen
Philodryas olfersii Hubo una disminucién significativa de la carga
POL 1-15 aestivus parasitaria en el siguiente analisis.
Philodryas  olfersii Hubo una disminucién significativa de la carga
POL 2-15 aestivus parasitaria en el siguiente analisis.
Philodryas Muri6 el dia posterior al primer analisis,
Pp 1-17 patagoniensis infelizmente no pudo realizarse la necropsia.*
Philodryas Murié luego del primer analisis
Pp 4-18 patagoniensis coproparasitolégico.
Philodryas Muri6 el dia posterior al primer analisis,
Pp 5-18 patagoniensis infelizmente no pudo realizarse la necropsia.*
Pp 6-18 Philodryas Hubo una disminucién significativa de la carga
patagoniensis parasitaria en el siguiente analisis.
Philodryas Hubo una disminucién significativa de la carga
Pp 1-19 patagoniensis parasitaria en el siguiente analisis.
Leptophis Murié luego del primer andlisis
LAM 4-17 ahaetulla coproparasitoldgico.
marginatus
El siguiente andlisis coproparasitolégico dio
MB 1-17 Mussurana bicolor resultado negativo.
En el siguiente andlisis la carga parasitaria se
OG 1-18 Oxyrhopus guibei mantuvo igual.
El siguiente andlisis coproparasitolégico dio
006 Oxyrhopus guibei resultado negativo.
Philodryas olfersii Hubo una disminucién significativa de la carga
011 olfersii parasitaria en el siguiente analisis.
Philodryas olfersii El siguiente andlisis coproparasitologico dio
015 offersii resultado negativo.
Sibynomorphus El siguiente andlisis coproparasitologico dio
016 ventrimaculatus resultado negativo.
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* En dichos casos la muerte ocurrio en feriado y/o fin de semana, por lo cual
el animal ya fue encontrado con un estado de autélisis avanzado, alterando
los tejidos e imposibilitando hacer histopatologia. Dependiendo de la
humedad y temperatura, los cambios autoliticos en reptiles inician a las 12-
24 horas de la muerte del animal (Jacobson, 2007).

4.3 Necropsiay analisis histopatol6gico de muestras de 6rganos

Durante el periodo de andlisis de cada ejemplar, se produjo la muerte de
algunos de ellos, por lo que fue realizada la necropsia y analisis
histopatologico de muestras de los érganos para establecer la causa mortis
probable.

A continuacion, se muestran los hallazgos microscépicos y macroscopicos

encontrados en los siguientes ejemplares:

4.3.1Codigo del espécimen: Xm 2-16 - Xenodon merremii (ejemplar macho): ver

Tabla 9 y Fotografia 14.
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Tabla 9. Hallazgos macroscépicos y microscopicos de Xm 2-16.

Organo Hallazgos macroscépicos Hallazgos microscopicos
Focos de tejido necrético e infiltrado
) inflamatorio de células mononucleares entre
Focos blanquecinos y ) )
. los hepatocitos. Algunas secciones fueron
Higado | aplanados, de 1-2 mm de o ]
. coloreadas con tincion de metenamina de
diametro
plata de Grocott y mostraron elementos
levaduriformes en los focos de necrosis.
Neumonia granulomatosa difusa. Las
secciones coloreadas con tincion de
) N ) metenamina de plata de  Grocott
| No se evidenci6 ninguna ) ) o
Pulmon N evidenciaron elementos fungicos
alteracion. _ .
consistentes en hifas septadas entre
agregados de macrofagos y cumulos de
detritos celulares necréticos.
Solucién de continuidad
costrosa, seca, no proliferativa,
de 3cmdelargoy 1cmde ancho | En las lesiones de piel se evidencié una
Piel en el tercio medio del cuerpo, y | dermatitis necroulcerativa multifocal con
ie
otra lesidon consistente en | edema dermo-epidérmico extenso e infiltrado
decoloracion y pérdida de brillo | inflamatorio.
de las escamas, 3 cm posterior a
la cloaca.

Causa _mortis_probable: Posible hepatopatia severa (crénica), dermatitis

ulcerativa con posible infeccion.



Fotografia 14. Alteraciones macroscoépicas y microscopicas encontradas en espécimen de
Xenodon merremi (Xm 2-16). a) Solucién de continuidad costrosa observada en piel. b)
Focos blanquecinos numerosos observados en toda la superficie hepatica. c) Focos de
tejido necrético en el parénquima hepatico (asterisco). Tincion H-E. 100x. d) Se observan
elementos levaduriformes en los focos de necrosis (flecha) del parénquima hepatico.
Tincion de Grocott. 400x. e) Seccidén de pulmdn coloreada con tincion de metenamina de
plata de Grocott evidenciando elementos fungicos consistentes en hifas septadas entre
cumulos de detritos celulares necréticos en pulmon (flechas). 400x. f) Corte histolégico de
piel. Se observa dermatitis necroulcerativa multifocal (flecha) con edema dermo-
epidérmico extenso (asterisco). 100x. Tincién H-E. Imagenes del autor.
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Cddigo del espécimen: Pp 3-18 - Philodryas patagoniensis (ejemplar

hembra): ver Tabla 10 y Fotografia 15.

Tabla 10. Hallazgos macroscépicos y microscopicos de Pp 3-18.

Organo

Hallazgos macroscopicos

Hallazgos microscoépicos

Higado

Alteracion en la
coloracion, observandose
el parénquima de color
pardo (coloracién normal:
rojo vinoso), consistencia

firme, bordes alterados.

La mayor parte de los hepatocitos presentaron
degeneracion turbia e hidropica. También se
observé congestion y dilatacion de sinusoides
hepaticos, gran numero de melanomacrofagos y
depdsitos de hemosiderina, asi como también
eosindfilos y azurdfilos en gran nimero en

algunas zonas.

Pulmén

Se observaron 4 parasitos
dentro de este tejido,
compatibles con
crustaceos maxilépodos
de la Subclase

Pentastomida.

Congestion zonal, alveolos con presencia de
parasitos (compatibles con nematodos de la
Subclase Rhabditia), hiperplasia del epitelio en
los septos alveolares y multiples células
inmunitarias (eosindfilos). Se observaron algunos
focos de microhemorragias. En otras areas se
observaron depdésitos de hemosiderina, células
gigantes, parasitos y desprendimiento total de

algunas paredes vasculares.

Corazon

No se evidencié ninguna

alteracion.

Se observaron globulos rojos y depdsitos de

hemosiderina entre fibras musculares.

Causa mortis probable: Parasitosis severa, hepatopatia, neumonitis.




Fotografia 15. Alteraciones macroscopicas y microscépicas encontradas en espécimen de
Philodryas patagoniensis (Pp 3-18). a) Hallazgo de parasitos dentro del pulmén, compatibles con
crustaceos maxildopodos de la Subclase Pentastomida (flecha). b) Alteracion de la coloracién y de
los bordes hepaticos. ¢) Microfotografia de tejido hepatico. Se observa degeneracion turbia e
hidropica de hepatocitos (asteriscos), depdsitos de hemosiderina y eosinéfilos (flecha). 1000x.
Tincion H-E. d) Microfotografia de pulmén. Se observan parasitos (nematodos) en los alveolos
(flechas), hiperplasia del epitelio en los septos alveolares y multiples células inmunitarias
(eosindfilos). 1000x. Tincion H-E. Imagenes del autor.

Se realizé la observacion por MEB de los parasitos recuperados de la cavidad
bucal y el pulmén durante la necropsia (Fotografia 16), con el fin de identificar
caracteristicas del cefalotérax que permitan diferenciar entre géneros de la
subclase Pentastomida, tales como forma de parapodios, papilas dorsales y
frontales, numero y tamafo de ganchos, -caracteristicas de las
formaciones/apéndices caudales. Se identificaron pentastomidos del género
Raillietiella, especie furcocerca y del género Cephalobaena, especie
tetrapoda. La identificacion se realiz6 de acuerdo a la clave de Heymons
(1935), Rego (1983) y Christoffersen (2013).
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Fotografia 16. Fotomicrografia por microscopia electrénica de barrido de pentastémidos de
Philodryas patagoniensis (Pp 3-18). a) Raillietiella furcocerca. Extremo posterior, se observan los
apéndices caudales alargados. 65x. b) Observacion de huevos de Raillietiella furcocerca. 450x. c)
Se observa el cefalotérax de Raillietiella furcocerca, de contorno redondeado, ganchos en
disposiciéon trapezoidal, parapodios cortos (reducidos a 3 mamelones) y complejo bucal. 60x. d)
Cephalobaena tetrapoda. Cefalotérax con 5 protuberancias cortas (rostrum y 4 proyecciones
digitiformes conteniendo ganchos para la fijacion al huésped). 40x. Imagenes del autor.

4.3.3 Cddigo del espécimen: Pp 4-18 - Philodryas patagoniensis (ejemplar

hembra): ver Tabla 11 y Fotografia 17.
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Tabla 11. Hallazgos macroscopicos y microscopicos de Pp 4-18.

Organo Hallazgos macroscépicos Hallazgos microscopicos
Desprendimiento de capsula de Glisson, zona
parenquimatosa (predominante) con dilatacién de sinusoides,

. visible especialmente en las zonas periportal y zona de
En el extremo posterior del . N )
. . ] . grandes vasos (vena central). Se observé degeneracion turbia
Higado higado se observé un éarea )
- . en algunos hepatocitos, alrededor de grandes vasos y en
pequefia de congestion. ) . »
algunos cercanos a la arteria hepatica y conductos biliares
(posiblemente por llegada de menor cantidad de oxigeno y
nutrientes a estos hepatocitos).
Se observd un puntillado
blanquecino, algunos focos de N o o ) )
y Neumonitis parasitaria, infiltrado inflamatorio
congestion pulmonar y se ] )
] ] o predominantemente mononuclear, presencia de nematodos
Pulmon encontro un parasito ) ) o
) ] en la luz alveolar. Hiperplasia del epitelio en los septos
compatible con crustaceos ] )
L alveolares alrededor del musculo liso.
maxilopodos de la Subclase
Pentastomida.
c ] No se evidencid6 ninguna | En el miocardio se observo separacion de fibras musculares,
orazén
alteracion. edema interfibrilar y abundante infiltrado inflamatorio.
Infiltrado inflamatorio de mononucleares, presencia de
hemosiderina, pequefias hemorragias en el tejido que rodea
] a la glandula, focos inflamatorios entre los acinos, y
Glandula ) y ) o )
q No se evidencid ninguna | desprendimiento del endotelio vascular en algunos vasos. Se
e
alteracion. observan algunas areas metacromaticas de color purpura
Duvernoy

(azul de toluidina positivo) lo que indica la tincion de
estructuras como mucina y granulos de heparina de los
mastocitos.

Durante la necropsia, se observo la presencia de parasitos compatibles con

trematodos digeneos en la cavidad bucal y en la cavidad celomica se

encontraron 4 parasitos compatibles con crustaceos maxilépodos de la

Subclase Pentastomida.

Causa mortis probable: posible neumonia multifocal, parasitosis generalizada

severa, hepatopatia.
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Fotografia 17. Alteraciones macroscépicas y microscépicas encontradas en espécimen de
Philodryas patagoniensis (Pp 4-18). a) Se observan focos de congestion pulmonar y parasitos
dentro del pulmén, compatibles con crustaceos maxildopodos de la Subclase Pentastomida
(flecha). b) Puntillado blanquecino observado en la superficie del pulmén. c) Microfotografia
de tejido hepatico. Se observa dilatacion de sinusoides, degeneracion turbia en algunos
hepatocitos en la zona periportal (asterisco) y depdsitos de hemosiderina. 400x. Tincion H-E.
d) Microfotografia de pulmon. Se observa infiltrado mononuclear, hiperplasia del epitelio en los
septos alveolares y presencia de parasitos (nematodos) en la luz alveolar (flecha). 400x.
Tincion H-E. e) Fotomicrografia de glandula de Duvernoy izquierda. Se observa metacromasia
(azul de toluidina positivo) en las células seromucosas de los tubulos secretores. 400x.
Tincion: azul de toluidina. f) Fotomicrografia de glandula de Duvernoy derecha. Se observa
abundante infiltrado inflamatorio y numerosas areas hemorragicas en los acinos glandulares.
100x. Tincion H-E. Imagenes del autor.
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Se realiz6 la observacién por MEB de los parasitos recuperados del pulmon y
de la cavidad celémica en la necropsia (Fotografia 18), a fines de identificar
caracteristicas del cefalotérax que permitan diferenciar entre géneros de la
subclase Pentastomida, tales como forma y tamano de parapodios, papilas

(dorsales y frontales), numero y tamafo de ganchos, caracteristicas de las

formaciones/apéndices caudales. La identificacion se realizé de acuerdo a la
clave de Heymons (1935), Rego (1983) y Christoffersen (2013).

Fotografia 18. Fotomicrografia por microscopia electrénica de barrido de pentastomidos de
Philodryas patagoniensis (Pp 4-18). a) Raillietiella furcocerca. Extremo posterior, apéndices
caudales alargados y abertura anal en la bifurcacién caudal. 120x. b) Detalle de un gancho
posterior, region del cefalotorax. 270x. c) Cefalotérax caracteristico, de contorno redondeado,
ganchos en disposicion trapezoidal, parapodios cortos. 120x. d) Se observa un gancho anterior
y mamelones a cada lado, region del cefalotérax. 180x. Imagenes del autor.

4.3.4 Cddigo _del espécimen: LAM 4-17 - Leptophis ahaetulla marginatus

(ejemplar macho): ver Tabla 12 y Fotografia 19.
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Tabla 12. Hallazgos macroscépicos y microscopicos de LAM 4-17.

Organo Hallazgos macroscépicos Hallazgos microscopicos
. ) Dilatacion y congestion de sinusoides,
Se aprecié un cambio de o S
. abundantes depdsitos de hemosiderina vy
coloracion en el N ) !
] o . degeneracion turbia en un gran numero de
Higado parénquima hepatico, dos ] ) )
) hepatocitos. Amplias zonas de necrosis (que
regiones de color pardo
o alteraron completamente la estructura
(color normal: rojo vinoso). » ) . )
hepatica), presencia de células gigantes.
Congestion pulmonar, infiltrado inflamatorio
Pulmé No se evidencio ninguna | abundante en los bronquiolos, edema
ulmén
alteracion. pulmonar. Alteracién en la estructura de los
alvéolos compatible con enfisema pulmonar.
] No se evidencid ninguna | Se observaron pequefios focos inflamatorios
Corazon N o
alteracion. con infiltrado mononuclear.
) ) Destrucciéon y descamacion de enterocitos,
Paredes intestinales ) o
) ) gran cantidad de eosindfilos en la
Intestino delgadas, posible N
» submucosa, observacién de nematodos en
enteritis. ) )
la luz intestinal.
En algunas areas se observé descamacion
] ) o abundante de las células acinares, infiltrado
Glandula de | No se evidencid ninguna | ) N
N inflamatorio y alteracién de la estructura
Duvernoy alteracion. ) ) o
normal de los acinos. Presencia de parasitos
(compatibles con nematodos).

A la necropsia se observaron nematodos compatibles con nematodos

rabditidos en la cavidad bucal. Al momento de la muerte presentaba disecdisis

y peso inferior al normal.

Causa _mortis probable: Posible hepatopatia, neumonitis parasitaria, peso

considerablemente inferior al normal.



Fotografia 19. Alteraciones macroscépicas y microscépicas encontradas en espécimen de
Leptophis ahaetulla marginatus (LAM 4-17). a) Se observa un cambio de coloracion en el
parénquima hepético (flecha). b) Microfotografia de tejido hepatico. Se aprecian amplias zonas
de necrosis (asterisco), abundantes depdsitos de hemosiderina y degeneracion turbia en un
gran numero de hepatocitos. 1000x. Tincion H-E. c) Microfotografia de glandula de Duvernoy.
Se observa infiltrado inflamatorio y presencia de nematodos compatibles con rabditidos (flecha).
400x. Tincion H-E. d) Microfotografia de pulmén. Se observa congestion pulmonar (flecha roja),
infiltrado inflamatorio abundante en los bronquiolos (flecha negra), edema pulmonar (asterisco)
y enfisema pulmonar (flecha azul). 100x. Tincion H-E. e) Microfotografia de tejido intestinal. Se
observa un nematodo en el lumen del 6rgano. 1000x. Tincién H-E. f) Microfotografia de tejido
intestinal. Se observa abundante descamacioén y destruccion de enterocitos, y gran numero de
eosindfilos en la submucosa (flechas). 400x. Tincién H-E. Imagenes del autor.
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Cddigo del espécimen: 014 - Erythrolamprus aesculapii (ejemplar hembra):

ver tabla 13 y Fotografias 20 y 21.

Tabla 13. Hallazgos macroscépicos y microscépicos de 014.

Organo Hallazgos macroscépicos Hallazgos microscopicos
N Desorganizacion de lobulillos, intensa
Coloracion alterada (color L )
] ) .| vacuolizacién en los hepatocitos (estas
Higado pardo), consistencia
) vacuolas alteraron totalmente la estructura
friable. »
hepatica normal).
Se observé una gran
cantidad de nematodos ]
. Neumonia granulomatosa, aumento de la
dentro del pulmon, ] .
) celularidad en los septos interalveolares por
. aspecto compatible con | | ) )
Pulmén células inflamatorias mononucleares,
edema pulmonar, )
) ) granulomas abundantes con bacilos vy
consistencia 'y bordes | ) ) o
) células inflamatorias en su interior.
alterados (posible
neumonia).
] Consistencia alterada | Se observaron pequefos focos inflamatorios
Corazon ) o
(friable). con infiltrado mononuclear.
Consistencia friable, | Focos granulomatosos y edema en la
Intesti paredes intestinales | submucosa intestinal, acompafiado de
ntestino
delgadas, posible enteritis | desprendimiento de mucosa en algunas
cronica. zonas.

Este ejemplar al morir expulsé nematodos por la cavidad bucal, también

presentoé disecdisis. Se observé abundante liquido en cavidad celémica y gran

cantidad de nematodos en la cavidad celdémica (288 especimenes), tejido

celular subcutaneo, sistema digestivo (12 especimenes),

especimenes)

pulmén (15

Causa mortis probable: Posible neumonia, parasitosis generalizada severa,

septicemia y posible hepatopatia.
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Fotografia 20. Alteraciones macroscopicas encontradas en espécimen de Erythrolamprus
aesculapii (014). a) Momento en el que se encontré al ejemplar muerto, observandose la
expulsion de nematodos por la cavidad bucal. b) Hallazgo de un gran nimero de nematodos en
cavidad celdémica. c) Alteracion en la consistencia y la coloracion hepatica. d) Se observé una
gran cantidad de nematodos (flecha) dentro del pulmén, consistencia y bordes pulmonares
alterados, compatible con neumonia. Imagenes del autor.



Fotografia 21. Alteraciones microscopicas encontradas en espécimen de Erythrolamprus
aesculapii (014). a) Microfotografia de pulmén. Se observan granulomas con bacilos en su
interior (asteriscos) y algunos monocitos. 100x. Tinciéon H-E. b) Microfotografia de pulmén. Se
observan granulomas con bacilos Gram positivos y células inflamatorias en su interior
(asteriscos). Tincion de Gram. 400x. c) Microfotografia de tejido hepatico. Se observa
desorganizacion difusa del parénquima e intensa vacuolizacion. 100x. Tincion H-E. d)
Microfotografia de tejido hepatico. Se observa intensa vacuolizacion en los hepatocitos y
abundantes bacilos Gram positivos. Tincion de Gram. 400x. e) Microfotografia de tejido intestinal.
Se observa edema en la submucosa y desprendimiento de la mucosa intestinal (flecha). Tincion
H-E. 100x. f) Microfotografia de tejido intestinal. Se observan granulomas localizados en la
submucosa intestinal, con gran numero de monocitos en su interior. Tincion H-E. 400x. Imagenes
del autor.
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Analisis microbioldgicos:

Al realizar la histopatologia de las muestras de 6rganos se constaté la presencia de
una gran cantidad de bacterias de tipo bacilar, por lo que se procedié a realizar tincion
de Gram para su posible identificacidon; se observaron bacilos cortos, de color violeta,
Gram positivos (Fotografia 21). Para confirmar o descartar si eran del género
Mycobacterium se realizo la tincidn de Ziehl Neelsen, resultando ésta negativa. Se
concluye que podria tratarse de bacterias del género Clostridium, pero esto no pudo
confirmarse aislandola para realizar cultivos ya que las muestras ya se encontraban

en formol.

Los rabditidos (colectados de pulmdn y algunos de cavidad celémica) y los ascaridos
(colectados del sistema digestivo y cavidad celdémica) durante la realizacion de la
necropsia se observaron con MEB para determinar caracteristicas distintivas que
contribuyan a la clasificacion taxondmica de estos dos tipos de nematodos
(Fotografias 22 y 24).
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Fotografia 22 — Fotomicrografia por microscopia electronica de barrido de nematodos de
Erythrolamprus aesculapii (014). a) Extremo anterior en el que se observan el labio dorsal y los
dos ventrolaterales, caracteristicos de los parasitos de la familia Ascarididae. 200x. b) Detalle
del borde dentigero presente en el borde anterior cada labio. 3000x. ¢) Extremo posterior del
macho, conico y curvado. Se observan las espiculas iguales. 100x. d) Detalle de algunas papilas
pre-caudales. Se observan también las estriaciones transversales de la cuticula. 100x.
Imagenes del autor.

Para la identificacién de los ascaridos se complementaron los resultados de la
observacion con MEB (numero de papilas pre-caudales, segun referencia de
Vicente, 1993) con la observacién de la microanatomia del nematodo, para lo
qgue se siguio la técnica descripta por Bowman (1984) para el procesamiento
de muestras de hembras y posterior tincion con H-E, a fines de observar el
numero de ramas uterinas (fotografia 23). En base a estos datos se clasifico
taxondmicamente como perteneciente al género Hexametra especie boddaertil,
considerando el numero de papilas pre-caudales (72) y el numero de ramas

uterinas (6).



Fotografia 23. Microfotografia de corte transversal de la parte media del cuerpo de un
nematodo hembra de Erythrolamprus aesculapii (014). Se observan las 6 ramas uterinas
caracteristicas de Hexametra boddaertii con huevos en su interior. 400x. Tincion H-E.

Imagen del autor.



Fotografia 24. Fotomicrografia por microscopia electrénica de barrido de nematodos de
Erythrolamprus aesculapii (014). Nematodo de la Subclase Rhabditia. a) Extremo anterior con
capsula bucal en forma de copa. Se observan estriaciones transversales de la cuticula. 450x.
b) Extremo anterior en el que se aprecia la cavidad bucal y el inicio del lumen triangular del
esofago. 1000x. ¢) Extremo caudal conico y agudo en el que se observa el poro excretor como
una hendidura transversal. 300x. d) Extremo anterior del macho en el que se observan la
capsula bucal, los 6 labios inconspicuos y dos papilas cefalicas (flechas). 300x. Imagenes del
autor.

4.4 Caracterizacion de venenos de colubridos
Es ampliamente conocido que no siempre es posible obtener muestras de
veneno de colubrido en cantidad suficiente para realizar ensayos de
caracterizacion. A esto hay que sumarle las condiciones del estado general de
los especimenes, que no siempre es la apropiada para obtener muestras de
veneno. Asi, en este trabajo solo se consiguieron analizar los venenos de las
siguientes especies de colubridos: Leptophis ahaetulla marginatus (Lam),
Philodryas olfersii olfersii (Poo) y Philodryas patagoniensis (Pp). Ademas, se
aclara que solo se considero la evaluacion de venenos obtenidos a partir de
especimenes infectados con rabditidos, por considerar que este parasito
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puede llegar a invadir la glandula de Duvernoy (Divers, 2014) y asi causar una
expresion diferencial del veneno en estos especimenes. De hecho, en algunas
ocasiones se observaron larvas de rhabditidos en el mismo veneno que
estaba siendo colectado a partir de algunos especimenes infectados con este
parasito (Fotografia 25). Sin embargo, se aclara que estas muestras de

veneno intentaron ser descartadas para los analisis siguientes.

Fotografia 25. a) Observacion de larvas de rabditidos en el veneno (colectado en capilar) de
un espécimen de P. olfersii aestivus (POL 2-15). 100x. b) y ¢) Observacion de huevos (medida
70 ym) y larvas (de aproximadamente 750 ym) de rabditidos en la secrecion bucal de un
espécimen de L. ahaetulla marginatus. 400x.
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4.4.1 Perfil proteico
4.4.1.1 Para el analisis de venenos de especimenes de Lam infectados
con rabditidos, primeramente, se realizé una electroforesis SDS-PAGE
utilizando gel 15% ya que este veneno esta principalmente constituido
por componentes de baja masa molecular (Sanchez et al., 2018). A
pesar de que no pudo obtenerse una buena resolucion de bandas
(Figura 4), se evidenci6 un esbozo de diferencia entre venenos de

especimenes infectados con rabditidos y control.

con 2-ME sin 2-ME
A A
r Ven Y "Ven R
Ven Lam Lam Ven
Lam +Rhab kDa MM +Rhab Lam

Figura 4. SDS-PAGE, gel 15 %, de venenos (2 ug) de especimenes de Lam infectado con
rabditidos y control. Ambos venenos fueron procesados en condiciones reductoras (en la
presencia de 2-mercaptoetanol, 2-ME) y no reductoras (en ausencia de 2-ME). El gel se tiié
con nitrato de plata (AgNOs). MM: marcadores de masa molecular. La doble flecha esta
indicando la posicidon de una banda proteica con expresién aparentemente diferencial en
ambos venenos.

Para mejorar la visualizacibn de bandas se procedi6 a realizar una
electroforesis Tricina-SDS-PAGE (Figura 5) en la que se pudo apreciar que
aparentemente en los venenos con rabditidos hay menor cantidad de toxinas

conocidas como 3FTxs (siglas de su denominacion en inglés: three-finger
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toxins), tanto monomérica como dimérica. Sin embargo, esta hipétesis

necesita ser confirmada mediante la utilizacion de ensayos proteémicos

cuantitativos.
con 2-ME sin 2-ME
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Figura 5. Tricina-SDS-PAGE de venenos (2 ug) de espécimen de Lam infectado con
rabditidos y control. Ambos venenos fueron procesados en condiciones reductoras (en
la presencia de 2-mercaptoetanol, 2-ME) y no reductoras (en ausencia de 2-ME). El gel
se tifidé con AgNOs. MM: marcadores de masa molecular. La doble flecha azul esta
indicando la posicién de una banda proteica con masa molecular en el rango de las 3FTxs
diméricas y que muestra una expresion aparentemente diferencial en ambos venenos.
La doble flecha roja esté indicando la posicién de una banda proteica con masa molecular
en el rango de las 3FTxs monoméricas y que muestra una expresion aparentemente

diferencial en ambos venenos.

44.1.2

Al analizar venenos de Poo con y sin rabditidos (y en el primer

caso pre- y post-tratamiento, realizado con Febendazol 25 mg/kg/7 dias

PO, 3 aplicaciones), se obtuvieron los perfiles proteicos que se observan

en la figura 6.
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Figura 6. SDS-PAGE, gel 12 %, de venenos (2 ug) de espécimen de Poo infectado
con rabditidos (pre- y post-tratamiento) y control. Las tres muestras de venenos
fueron procesadas en condiciones reductoras (en la presencia de 2-mercaptoetanol,
2-ME) y no reductoras (en ausencia de 2-ME). El gel se tifi6 con AgNOs. MM:
marcadores de masa molecular.

Claramente se puede evidenciar un patron de bandas diferente en la muestra
de veneno de Poo con rabditidos luego del tratamiento correspondiente, lo
gue estaria indicando que este ultimo y/o la respuesta del organismo al mismo
probablemente haya(n) ejercido alguna influencia en la expresion de

proteinas.

4.4.1.3 Enrelacion con el veneno de Pp, el perfil proteico del veneno con
rabditidos solo mostré una banda difusa diferencial en relacioén con el
veneno control (Figura 7). Esta diferencia podria estar relacionada con
el hecho de que la extraccién de veneno en un espécimen infectado con
rabditidos es mas dificultosa que en un espécimen sano, y por lo tanto
en el primer caso se puede considerar que existe un cierto grado de

contaminacién con saliva y/o exudado inflamatorio.
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Figura 7. SDS-PAGE, gel 12%, de venenos (2 ug) de espécimen de Pp infectado con
rabditidos y control. Ambos venenos fueron procesados en condiciones reductoras (en la
presencia de 2-mercaptoetanol, 2-ME) y no reductoras (en ausencia de 2-ME). El gel se
tind con AgNOs. MM: marcadores de masa molecular. La flecha esta indicando la posicion

de una banda proteica que solo se expresa en el veneno del espécimen infectado con
rabditidos.

4.4.2 Actividad proteolitica
4.4.2.1 Considerando que los venenos de Philodryas son altamente

proteoliticos, se procedi6 a realizar el ensayo de actividad
azocaseinolitica, no encontrandose diferencia significativa entre las tres

muestras de veneno de Poo analizadas (Figura 8).



84
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Figura 8. Curva de actividad enzimética en funcién de la cantidad de veneno de Poo.
Cada punto representa la media £ DS de 3 determinaciones independientes. AAbs/min:
cambio de absorbancia por minuto a 450 nm. Poo+R: veneno de P. o. olfersii con
rabditidos; Poo+R-Pos.tto.: veneno de P. o. olfersii con rabditidos luego de aplicado el
tratamiento; PooC: veneno de P. o. olfersii control.

44.2.2 También para venenos de especimenes de Pp se evaluo la
actividad proteolitica, no encontrandose diferencia significativa en la

actividad exhibida por el veneno de espécimen de Pp infectado con

rabditidos en relacion con el control (Figura 9).
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Figura 9. Curva de actividad enzimética en funcién de la cantidad de veneno de Pp. Cada
punto representa la media £ DS de 3 determinaciones independientes. AAbs/min: cambio
de absorbancia por minuto a 450 nm. Pp+R: veneno de P. patagoniensis con rhabdias;

PooC: veneno de P. control.

Se aclara que todos estos resultados relacionados con la caracterizacion de
venenos son solo preliminares, y por lo tanto, necesitan ser confirmados

llevandose a cabo el andlisis con un mayor namero de especimenes para la
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obtencion de muestras de veneno, y considerandose incluir técnicas

protedmicas cuantitativas.
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5 DISCUSION

A pesar de la diversidad de parasitos descriptos en ofidios, en la
literatura son escasos los estudios sobre las parasitosis que afectan a colubridos
mantenidos en cautiverio, mas aun si se considera que existe una gran diversidad de
especies de colubridos distribuidos en todos los continentes excepto Antartida. Asi,
este estudio viene a contribuir con informacion relacionada a parasitosis afectando a
colubridos sudamericanos.

En el presente estudio se analizaron un total de 30 ejemplares de
colubridos, reportandose un nivel de infeccion para endoparasitos del 83% y para
ectoparasitos del 3%. Papini, Manetti & Mancianti (2011) realizaron un estudio similar
con colubridos mantenidos en cautiverio y obtuvieron un nivel de infeccion del 66%
para endoparasitos. Este valor inferior al de nuestro trabajo puede estar relacionado
con el hecho de que ese estudio fue realizado en Pisa (ltalia), donde las condiciones
ambientales son menos propicias para el desarrollo y multiplicacion de parasitos, con
temperatura y humedad bajas en la mayor parte del afo y precipitaciones poco
abundantes. Asimismo, en un relevamiento realizado por Carvalho (2018) se obtuvo
una prevalencia de 12,5% de colubridos positivos para endoparasitos, lo cual se
explica en funcidon de que la regién comprendida en el estudio (Lisboa, Portugal)
presenta precipitaciones poco abundantes, con humedad muy baja y temperaturas
qgue nunca superan los 30° C. También debe considerarse que en el referido estudio
solamente se analiz6 una muestra de materia fecal de cada ofidio, lo cual reduce la
posibilidad de hallar huevos/ooquistes en distintos estadios del ciclo biolégico. Por otro
lado, Rataj et al (2011) evaluaron la helmintofauna de colubridos mantenidos en
cautiverio como mascotas en Eslovenia y obtuvieron un 37,5% de animales con
endoparasitos. Es importante considerar que este pais presenta una temperatura
media anual que no supera los 30° C, humedad baja y precipitaciones constantes pero
de bajo volumen en mm, lo cual nuevamente puede explicar la baja tasa de infestacion
de los animales considerados en el estudio.

En relacién con las condiciones de manutencion de los ejemplares, en
los recintos de la FCV-UNNE se us6 aserrin como sustrato para los ofidios, sin
embargo, en el INMeT se usé carton corrugado. Mitchell (2004) y Mader (2006) indican
que, si bien el aserrin absorbe muy bien las heces y reduce la humedad del recinto,
por ser de madera porosa es mas probable que haya contaminacion y proliferacion
bacteriana en este tipo de sustrato. Melgarejo — Giménez (2006) recomienda el uso

de carton corrugado, considerandolo un sustrato econémico y menos susceptible a la
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contaminacién bacteriana. A pesar del diferente tipo de sustrato usado, en ambos
serpentarios se constatd un nivel de infeccion por parasitos del 83%, lo cual puede
deberse a que las condiciones climaticas de ambos sitios son muy similares y
propicias para las infestaciones parasitarias, con elevadas temperaturas durante gran
parte del afio, abundantes precipitaciones y una humedad relativa ambiente también
alta. Con respecto a la frecuencia y al tipo de alimentacién, Melgarejo — Giménez
(2006) describe que un esquema similar al nuestro da buenos resultados en la
practica.

Entre los métodos disponibles para el diagnéstico de coccidios,
pentastomidos y nematodos, fue elegido el método de enriquecimiento por flotacion.
Klingenberg (2007) define a dicho método como el mas adecuado para el diagndstico
de estos endoparasitos, ya que la pequefia cantidad de muestra de heces obtenida
de las serpientes hace que otros métodos como el de extendido directo o frotis fecal
no den buenos resultados, a menos que la infestacion sea muy elevada. Justamente
para superar esta limitante de las pequefias muestras de materia fecal obtenidas de
los ofidios y para favorecer el diagnéstico, se realizdé un analisis coproparasitolégico
seriado. En cuanto a los métodos de sedimentacién comun, Monteiro (2007)
recomienda la utilizacién de solucion de acetato de etilo, el cual es inflamable y caro,
y la técnica es mas extensa; el mismo autor recomienda también la técnica de
Hoffmann, Pons & Janer, pero su desventaja es que demanda tiempo, ya que
comprende una sedimentacién de minimo 24 horas. Cordero del Campillo (2001)
utiliza una técnica de sedimentacion comun similar a la implementada en este trabajo,
con la diferencia que la solucién detergente recomendada por el autor es el Tween 80
al 1% en agua destilada. Schapiro (2017) recomienda la utilizacion de técnicas de
sedimentacién (comun y especial) aplicando las mismas soluciones y métodos
enumerados en este trabajo.

Los nematodos son los parasitos mas frecuentemente diagnosticados
en la clinica diaria de reptiles (Mitchell et al, 2009, Brotons & Martinez-Silvestre, 2001,
Klingenberg, 2007, Girling, 2004), lo cual coincide con lo hallado en ambos grupos de
serpientes, donde se obtuvo un 72% de animales positivos a esta endoparasitosis
entre los ofidios mantenidos en la FCV-UNNE y un 83% entre los especimenes del
serpentario del INMeT. Carvalho (2018) obtuvo una ocurrencia mucho mas baja de
nematodos (6%), lo que puede deberse a las condiciones climaticas del lugar donde
se realiz6 el estudio (Lisboa), que son menos propicias para el desarrollo de estos
parasitos. Dentro de este grupo, los ascaridos son los de hallazgo mas frecuente en
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ofidios (Brotons & Martinez-Silvestre,2001), esto concuerda con los resultados de los
analisis coproparasitologicos realizados en el INMeT, donde hallamos una frecuencia
del 67%. En el serpentario de la FCV-UNNE el resultado fue diferente, ya que la mayor
ocurrencia se obtuvo con nematodos rabditidos (67%) y la de ascaridos fue mas bien
baja (22%), lo que se asemeja a lo reportado por Melgarejo-Giménez (2006), quien
describid a los rabditidos como los endoparasitos diagnosticados mas asiduamente
en serpientes mantenidas en cautiverio. Rom, Kornas, & Basiaga (2018) hallaron una
prevalencia de rabditidos baja (8%) en una pesquisa realizada con colubridos
mantenidos en cautiverio en un zoolégico en Cracovia, Polonia, donde el clima
generalmente es frio y seco, con pocas precipitaciones, o que es menos favorable
para la multiplicacion de estos nematodos. Okulewicz, Kazmierczak & Zdrzalik (2014)
y Rataj et al (2011) afirman que existen pocos registros de diaphanocephalideos en
serpientes, y generalmente la frecuencia es muy baja. En concordancia, en este
trabajo estos endoparasitos solo fueron hallados en los ofidios de la FCV-UNNE, y fue
el grupo con prevalencia mas baja (17%).

Existe una amplia gama de coccidios que parasitan a los reptiles, la
mayoria de ellos no producen ninguna sintomatologia o son parasitaciones
autolimitantes. No obstante, cuando se dan malas condiciones de manejo, el estrés
consiguiente conduce a un estado de inmunodepresion que favorece la proliferacion
de los parasitos, pudiendo ser necesario el empleo de anticoccidiésicos. Segun
Jacobson (2007) Regner (2015) y Taylor (2016) los géneros mas frecuentes en ofidios
son Isospora 'y Eimeria, y Barnard (1994) afirma que Isospora es el género mas comun
de hallar. En los analisis coproparasitologicos realizados en el desarrollo de este
trabajo fueron hallados solamente ooquistes tipo Eimeria. No obstante, Regner (2015)
y Carvalho (2018) hallaron una ocurrencia muy baja de coccidios en colubridos
mantenidos en cautiverio (3% y 6%, respectivamente), mientras que en este estudio
la prevalencia fue del 12 al 25% (variando segun la especie de colubrido).

Segun Wagner (2006) y Mustafa (2018) no es comun el hallazgo de
trematodes en serpientes mantenidas en cautiverio, debido a que estos endoparasitos
tienen un ciclo indirecto, empleando normalmente moluscos y anfibios como
hospedadores intermediarios. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en este
trabajo se consideraron los primeros tres meses de cautiverio de los ejemplares, por
lo cual éstos pueden aun contener parasitos de su ambiente natural. Ademas, hay que
destacar que ambos autores aplicaron solamente el método directo de observacién
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microscopica de materia fecal para evaluacion de endoparasitos, lo cual tiene baja
sensibilidad para la deteccion de helmintos de este taxon (Klingenberg, 2007).

Segun Paré (2008) las endoparasitosis por pentastomidos son poco
frecuentes en colubridos. Durante el desarrollo de nuestro trabajo hemos observado
dos especies de pentastdémidos (Raillietiella furcocerca y Cephalobaena tetrapoda) en
colubridos del género Philodryas, coincidiendo con los hallazgos de Christoffersen
(2013) y Almeida (2007), quienes relatan la ocurrencia de dichos endoparasitos en
Philodryas del norte de Argentina y del norte de Brasil, respectivamente. De la misma
manera, Fredes y Raffo (2005) hallaron pentastémidos en los pulmones de dos
colubridos del género Philodryas de un zoolégico de Santiago de Chile. Por otro lado,
las lesiones detectadas en parénquima pulmonar de los ejemplares necropsiados de
P. patagoniensis en este trabajo estan en plena concordancia con el hecho de que los
pentastomidos adultos — al alimentarse de sangre de los capilares sanguineos
pulmonares — pueden causar un proceso patolégico severo que conduce a la muerte
del individuo (Paré, 2008).

Jacobson (2007) afirma que los ectoparasitos mas comunes en ofidios
mantenidos en cautiverio son los acaros Ophionyssus natricis; sin embargo, en la
realizacion de este trabajo estos acaros no fueron observados en ningun espécimen.
Las garrapatas producen dermatitis focales en los puntos donde se anclan al cuerpo
de la serpiente, pudiendo ser causa de infecciones cutaneas y abscesos; también
pueden ser responsables de procesos de disecdisis. Algunas garrapatas pueden
actuar como transmisoras de hemoparasitos y virus, y en parasitaciones masivas
pueden dar lugar a una anemia grave. Bowman (2004) afirma que las garrapatas del
género Amblyomma son comunes en reptiles, con distribucion que incluye México,
Colombia, Venezuela, Argentina y Brasil. Barbosa et al (2006) describen que la
localizacién mas frecuente de estos ectoparasitos es entre las escamas de la region
dorsal y el tercio anterior del cuerpo de los ofidios; nosotros hemos hallado garrapatas
del género Amblyomma en colubridos, en la ubicacion antemencionada. Guglielmone
(2010) reporta a los colubridos del género Philodyas como huéspedes de Amblyomma
dissimile y, en concordancia con el autor, el ofidio afectado por esta ectoparasitosis
pertenece a dicho género. Se resalta que este trabajo de disertacién constituye el
primer relato de ectoparasitosis por Amblyomma dissimile en un espécimen de
Philodryas patagoniensis.

En relacién con la biodiversidad parasitaria por individuo encontrada
en este trabajo, se puede resaltar que las dos especies que presentaron mayor valor
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de media (P. patagoniensis y X. merremii) son de habitos terricolas, lo que supone un
mayor contacto con especies parasitarias presentes en el suelo que aquellas
serpientes que son arboricolas (L. a. marginatus, P. o. aestivus, P. o. olfersii).
Klingenberg (2007) afirma que existe una clara relacién entre la helmintofauna de los
ofidios y sus habitos en el medio, y Mader (2006) resalta un mayor indice de
infestacion por endoparasitos en serpientes terrestres, comparada con las acuaticas
y arboricolas.

Con respecto a los tratamientos endoparasiticidas, el criterio clinico
del médico veterinario ocupa un lugar preponderante, pero deben ser consideradas
muchas variables antes de tomar la decision de aplicarlos. Segun Martinez-Silvestre
(2007) la presencia de un cierto numero de parasitos constante en el aparato digestivo
del reptil lo inmunoestimula a fin de permitir mantener el equilibrio parasito-huésped,
por lo que si se desparasita totalmente al reptil, y al cabo de un tiempo vuelve a
padecer la misma parasitosis, no presentara defensas especificas contra ese tipo de
parasitos; ademas soélo se observan signos clinicos en parasitismos en los que el
equilibrio constante entre el organismo invasor y el receptor empieza a romperse (lo
que suele ocurrir en condiciones de cautividad). En este caso coincidimos con el autor
ya que en reptiles no es factible la aplicacion de un tratamiento antiparasitario de
rutina, sino que es menester realizar un analisis coproparasitolégico completo (mejor
aun si es seriado) y una vez obtenido el resultado evaluar la aplicacion del tratamiento,
dependiendo de la carga parasitaria y del tipo de parasito. Por ejemplo, en el caso de
los pentastomidos diversos autores recomiendan no realizar tratamientos ya que suele
ser autolimitante (Jacobson, 2007 y Mader, 2006) y este fue el criterio aplicado en el
manejo clinico de los ofidios incluidos en este estudio. Sin embargo, durante la
realizacion de este trabajo se produjo la muerte de algunos especimenes parasitados
por pentastomidos, por lo que este criterio deberia ser evaluado y considerar la
aplicacidon de tratamiento en casos que presenten carga parasitaria alta o muy alta.
De la Navarre, 2011 afirma que siempre debe considerarse el estado del animal y la
inocuidad del tratamiento, asi como la posibilidad de que se produzca una gran
respuesta inmune desencadenada por mediadores inflamatorios producidos en
respuesta a la muerte de una gran cantidad de parasitos (carga antigénica muy alta),
lo que puede llevar a la muerte del animal. Se aclara que el tratamiento no solo incluye
la administracion de farmacos, sino que también involucra la renovacion del sustrato,

limpieza y desinfeccion de los utensilios e implementos utilizados para cada animal, a
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fines de eliminar los huevos/ooquistes o fases larvarias que pudieran permanecer en
el microambiente de los recintos.

Entre los farmacos que pueden ser empleados para el tratamiento de
nematodos, Klingenberg (2007) y Mitchell et al (2009) recomiendan el uso de
fenbendazol a una dosis de 25-50 mg/kg por via oral por 3-5 dias, repitiendo la dosis
10 dias después; Martinez-Silvestre (2007) y Tracchia (2018) sugieren la
administracién de dosis de 50-100 mg/kg por via oral y una repeticién a los 14 dias
(los antemencionados autores no consideran las variaciones entre familias de ofidios).
Segun Mader (2006) y Riera (2008) dichas dosis son aplicables a vipéridos pero no a
colubridos, ya que estos ultimos presentan una metabolizacion y excrecion de
antiparasitarios mas lenta (determinadas mediante estudios farmacocinéticos).
Nuestro protocolo fue basado en las referencias de ambos autores (febendazol 25
mg/kg/7 dias por via oral, 2-3 aplicaciones) y el resultado obtenido fue satisfactorio,
ya que hubo una disminucidn significativa en el numero de huevos en materia fecal,
al repetirse los analisis coproparasitoldgicos 2 a 3 semanas luego del tratamiento.

Para el tratamiento de coccidios fueron utilizados dos farmacos del
grupo de las sulfas, Sulfadimetoxina (90 mg/kg/24 hs PO por 3 dias) y Sulfametoxasol
(259/1000g, 2 dosis continuadas y 5 dosis dia por medio, IM en musculo
paravertebral). Frye (2016) recomienda utilizar un tratamiento con esquema similar al
aplicado. En el caso de las parasitosis producidas por trematodos, Tracchia (2018)
indica la utilizacion de Praziquantel 5-10 mg/kg con una repeticion 2 semanas
después, lo que concuerda con la dosis y frecuencia utilizada en las desparasitaciones
de los ofidios en estudio. La aplicacién de ambos protocolos de desparasitacion dio
resultados satisfactorios.

El ciclo evolutivo de los nematodos presenta una fase migratoria
intraorganica en la que los estadios larvarios se desplazan por diversos érganos del
huésped hasta acantonarse en su localizacién final. Durante esta migracion infieren
diversas acciones patogenas sobre el hospedero, como accién mecanica (por
compresion y obstruccion de vasos y organos, determinada por el volumen de los
parasitos), accion traumatica (relacionada con la penetracion activa y el tipo de
alimentacidn), accion irritativa (por la fijacion y desplazamiento de los parasitos) una
accion exfoliadora (por hematofagia, histofagia), la accion toxica (por metabolitos y
sustancias segregadas por los endoparasitos), la accion inoculadora (al vehicular o
facilitar la penetracion de agentes patdgenos) y la accion inductora de modificaciones
en los tejidos (metaplasias, hiperplasias) (Cordero del Campillo, 2001). En el ciclo
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biologico de los ascaridos, por ejemplo, la migracién larval y la penetracion de los
adultos en la mucosa intestinal pueden llegar a producir enteritis grave con
desprendimiento de la mucosa (Klingenberg, 2007 y Taylor, 2016). Uno de los
especimenes de este estudio presentd esta lesién, asociada a una alta carga
parasitaria del grupo de nematodos antemencionado. Asimismo, en este mismo
espécimen se encontraron granulomas en diversos organos, y es sabido que la
formacion de granulomas es una de las respuestas inflamatorias mas comunes a los
endoparasitos (Zimmerman, 2010; Jacobson, 2007).

Desafortunadamente las lesiones sistémicas solo pueden ser
observadas luego de realizacion de una necropsia. Asi, esta técnica se aplicé en 5 de
los 7 ejemplares que murieron durante la realizacion de este trabajo. Asimismo, el
analisis post-mortem realizado tuvo el objetivo de intentar determinar la causa mortis
probable. Debido a la limitacion de recursos no se realizé el diagnéstico de
enfermedades virales o micéticas, pero la diversidad de taxones de parasitos hallada
y las lesiones observadas en 6rganos internos podrian explicar la muerte de la
mayoria de los ofidios comprendidos en este trabajo.

En el ciclo bioldgico de los pentastdmidos no ocurre migracién larvaria
y los adultos permanecen fijos en traquea y pulmoén, alimentandose de sangre, moco
y descamaciones epiteliales (Cordero del Campillo, 2001). En dos de los colubridos
diagnosticados con pentastomiasis se observaron areas de microhemorragias,
infiltrado inflamatorio abundante y un gran nimero de eosindfilos en el parénquima
pulmonar. Tracchia (2018) describe dichas lesiones en colubridos, y las atribuye a la
accion mecanica del parasito al utilizar sus ganchos para asirse de los tejidos.

Sottovia-Filho (1974) describié la metacromasia observada en los
mastocitos utilizando la tincion de azul de toluidina en muestras de diversos tejidos de
varias especies de ofidios, entre ellos la glandula de Duvernoy. De la misma manera,
Paniagua et al. (2007) detallaron la metacromasia de los granulos de las células
cebadas y resaltan su importancia en la defensa contra infestaciones parasitarias.
Este fendmeno de viraje del color se da por el contenido en glucosaminoglucanos
sulfatados (principalmente heparina) que presentan los granulos. La utilizacion de la
antemencionada tincion para identificar mucoproteinas y mucopolisacaridos es bien
conocida; Mangione y Moreno (1991) relatan su aplicacion en la delimitacion de
células glandulares mucosas, y Calandro et al (2011) en tejidos lesionados, con
exudado de tipo mucoso. En la realizacion de este trabajo se observdé metacromasia
(azul de toluidina positivo) en la glandula de Duvernoy de un ejemplar de P.
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patagoniensis, lo que indica la presencia de mucina (dada por las células
seromucosas de los tubulos secretores, propios de la glandula) y células cebadas.
En la literatura no se encuentran descriptas lesiones en la glandula
de Duvernoy causadas por la accién parasitaria. En el desarrollo de este trabajo, se
realizo el analisis histopatologico de las glandulas de dos colubridos, detectandose
diversas lesiones (hemorragias, desprendimiento del endotelio de algunos vasos,
infiltrado inflamatorio), e inclusive en una de ellas se observaron parasitos
(compatibles con nematodos, posiblemente rabditidos) acompafados de una
considerable alteracion de la estructura normal de la glandula. Segun Cordero del
Campillo (2001) estas lesiones pueden ser derivadas de los distintos tipos de accién
parasitaria, principalmente accion mecanica (determinada por el volumen de los
parasitos) y accion inductora de modificaciones en los tejidos. Justamente, debido a
la compresién mecanica ejercida sobre las células secretoras de la glandula de
Duvernoy es que las mismas pueden disminuir la cantidad de producto (veneno)
secretado, asi como también puede verse modificado el contenido peptidico/proteico
de este producto, tal como fue observado aqui con el veneno de L. ahaetulla
marginatus. Se resalta que la extraccion de veneno en especimenes infectados con
rhabdias fue muy dificultosa en todos los casos, obteniéndose un volumen promedio
de 15 uL en ejemplares de L. ahaetulla marginatus - inferior a lo reportado por Sanchez
et al. (2018) para esta especie -, y 30 pyL en ejemplares de P. patagoniensis - inferior
a lo reportado por Peichoto (2007b) para esta especie -. De todos modos, se hace
hincapié que todos estos resultados son preliminares puesto que se necesita contar
con un mayor numero de muestras (tanto de glandulas como de veneno) para obtener
datos conclusivos al respecto de las alteraciones causadas por parasitos sobre la

estructura/funcion del aparato venenoso de especies de colubridos.
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6 CONSIDERACIONES FINALES

Para finalizar, se resumen las principales conclusiones del trabajo:

Los nematodos son los endoparasitos mas comunmente diagnosticados en
colubridos mantenidos en cautiverio en el Nordeste Argentino.

Se identificaron nuevas especies hospedadoras para Amblyomma dissimile y
Hexametra boddaertii (parasitos con un potencial zoonético reconocido), lo
que debe sumarse al hecho de que actualmente las culebras (por sus colores
atractivos) tienen una gran demanda mundial en el mercado ilegal de
mascotas.

Las lesiones y afecciones sistémicas derivadas de las endoparasitosis
pueden ser vitales.

La implementacion de planes de tratamiento con endoparasiticidas brinda
resultados satisfactorios en especimenes con carga parasitaria media/alta.
Nematodes rabditidos son capaces de afectar la estructura de la glandula de
Duvernoy, y en algunos casos podria afectar también el producto de su
secrecion. Para confirmacion de alteraciones causadas por parasitos en las
caracteristicas cuali-cuantitativas de fracciones peptidicas/proteicas presentes
en el veneno de una especie dada, se recomienda un analisis con un mayor
numero de especimenes para la obtencion de muestras de veneno, asi como

también incorporar técnicas protedmicas cuantitativas.

Perspectivas futuras:

La descripcion sobre parasitosis en colubridos presentada en esta disertacion
dio apenas sus primeros pasos, con la demostracion de los taxones mas
frecuentemente involucrados, e identificacién a nivel de especie solo en
algunos casos.

Existe aun mucho trabajo por hacer, fundamentalmente en lo que respecta al
grado de afectacion causada por endoparasitos sobre las caracteristicas
cuali-cuantitativas de fracciones peptidicas/proteicas de venenos de
colubridos.

Se dara continuidad a gran parte del abordaje planteado aqui para brindar
garantias sanitarias en ambos serpentarios involucrados en este trabajo y que

proveen venenos de colubridos para fines de investigacion, destacandose que



los venenos de colubridos constituyen una fuente natural de moléculas

bioactivas aun poco explorada.
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