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COMUNICACION PRELIMINAR

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DEL VENENO DE SERPIENTE
BOTHROPS (OPHIDIA: VIPERIDAE: CROTALINAE)

Eleatrice Gatti A.', Néstor Stanchi G."*, Daniel Arias R.!, Carlos Grisolia C.%, P. Martino G."?

STUDY OF THE ANTIBIOTIC ACTIVITY OF THE SNAKE VENOMS:
BOTHROPS (OPHIDIA: VIPERIDAE: CROTALINAE)

Snake venoms were collected by milking animals (B. alternatus, B. neuwiedi, B. ammodytoides,
B. jararaca and B. jararatussu) on petri dish. 37 bacterial strains were obtained from clini-

cal human isolations;

4 Acinetobacter sp. 6 Klebsiella pneumoniae, 1 Morganella morganii, 3 Pseudomonas
aeruginosa, 4 Proteus mirabilis, 1 Shigella flecnerii, 5 Escherichia coli, 6 Enterococcus faecalis,
1 Enterococcus sp., 3 Staphylococcus aureus y 3 S. epidermidis. The sensibility test to the
antibiotics were conducted according to the Bauer and Kirby method by commercial disks
with antibiotics following conventional methodology (NCCLS). B. alternatus and B. jararacussu
were found among the less active venoms with antibiotic activity while B. neuwiedi, B.
ammodytoides and B. jararaca showed different activity as compared to different microor-
ganism strains. The analysis of the data obtained allow us to assert that all the species of
Bothrops of Argentina show antibiotic activity against different kinds of microorganisms.
Palabras claves: Serpiente, Bothropos, antibidticos.

Key Words: Snake, Bothrops, antibiotic activity.

INTRODUCCION

En antibioticoterapia surgen constantemente nuevas
drogas que, muchas veces, son derivados o modi-
ficaciones de antibidticos pre-existentes (Davis y col.,
1993). Sin embargo, desde el inicio de los estudios de
los antibidticos el descubrimiento de los mismos surge
a partir de sustancias naturales. La investigacién de
venenos animales con capacidad inhibitoria del
crecimiento de microorganismos no es nueva. Croce
y Barrero hallaron esta capacidad en veneno de sapos
(Croce y Barrero, 1992) y Wade lo encuentra a partir
de veneno (melitina) de abejas (Wade, 1992).

El objetivo del presente trabajo es investigar la
presencia de capacidad antibidtica en venenos de
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distintas especies de serpientes del Género Bothrops
que habitan la Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de veneno

La produccién de veneno de las especies serpientes
del género Bothrops (B. alternatus, B. neuwiedi, B.
ammodytoides, B. jararaca y B. jararacussu) fue
realizada en el Laboratorio y Museo de Animales
Venenosos (LYMAYV) de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata. Se
extrajo veneno de una especie por vez a efectos de
evitar posibles contaminaciones cruzadas. Asimismo,
se prest6 especial atencién en recabar informacién
acerca del origen geografico de los animales (todos
los animales fueron capturados en Argentina), tiempo
de permanencia en el serpentario, edad aproximada,
peso, estado nutricional y salud. Se anot6 ademads el
periodo previo de ayuno (no menos de 1 mes) y tiempo
transcurrido desde la iltima extraccién (no menor de



3 meses) (Grisolia y col., 1986). Todos los animales
fueron mantenidos en cajas individuales a temperatura
constante durante todo el afio (20-24C).

Los venenos se recolectaron haciendo morder
placas de petri y por compresién manual suave de las
gldndulas de veneno. Una vez terminada la extraccién
se procedid a la desecacién del mismo en una campana
de vacio con pentéxido de fésforo, por medio de alto
vacioy dejando 24 horas hasta la pérdida total de agua
(Grisolia y col., 1986).

El veneno fue posteriormente fraccionado en
frascos conteniendo 50-100 mg de veneno en cada uno,
identificados con especie, fecha, y nimero de
protocolo de extraccién. Se almacenaron en heladera
a 4°C hasta su uso (Grisolia y col., 1986).

Cepas

Se estudiaron 37 cepas bacterianas todas procedentes
de aislamientos clinicos a partir de humanos
provenientes del Hospital Municipal de Florencio
Varela, comprendiendo: 4 Acinetobacter sp., 6 Kleb-
siella pneumoniae, 1 Morganella morganii, 3
Pseudomonas aeruginosa, 4 Proteus mirabilis, 1 Shi-
gella flecnerii, 5 Escherichia coli, 6 Enterococcus
Saecalis, 1 Enterococcus sp., 3 Staphylococcus aureus,
y 3 S. epidermidis.

Prueba de Sensibilidad a los Antibiéticos

Las pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos fueron
realizadas segin el método de Bauer y Kirby (Bauer,
y col., 1966) en el cual se emplearon discos
comerciales embebidos con antibiéticos (Britania
SRL), segin metodologia convencional (NCCLS,
1988). Se ensayaron los siguientes antibidticos: Beta
lactdmicos: (Penicilina (PEN), Ampicilina (AMN),
Piperacilina (PIP); Inhibidores de la Beta lactamasa:
Aminopenicilina+Sulbactama (AMS), Tazobactama
(TAZ); Quinolonas: Ciprofloxacina (CIP), Norflo-
xacina (NOR), Fleroxacina (FLE); Aminoglucdsidos:
Gentamicina (GEN), Amicacina (AKN), Clindamicina
(CLI); Cefalosporinas: Cefalotina (CEF), Cefotaxime
(CTX), Ceftazidima (CAZ); Carbapenems: Imipenem
(IMP); Glicopéptidos: Vancominca (VAN); Nitro-
furano: Nitrofurantoina (NIT); y Trimetropima +
sulfametoxazol (TMS).

Prueba de Sensibilidad a Venenos

Se prepararon soluciones de venenos de serpientes de
las especies B. alternatus, B. neuwiedi, B. ammnio-
dytoides, B. jararaca y B. jararacussu en agua
destilada al 1% (p/v). Se prepard una suspensién de
microorganismos en agua peptonada homologando al
tubo 0.5 de Mac Farland. Las placas de petri fueron
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sembradas con las cepas. Se embebieron discos de
papel Watman N° 1 estériles con cada uno de los
venenos mencionados colocandolos sobre placas petri
sembradas. La lectura se realizé a las 18 horas
midiéndose los halos de inhibicién bacteriana en mm.

RESULTADOS

En la Tabla 1 pueden apreciarse los resultados
obtenidos con las distintas cepas aisladas y la
respectiva sensibilidad de las mismas a los antibidticos.
En el Grifico 1 se puede visualizar el promedio de la
sensibilidad de las distintas cepas bacterianas a los
venenos de serpiente del Género Bothrops. Se
desprende de lo observado que B. alternatus, B.
ammodytoides y B. jararacussu se encontraron entre
los venenos menos activos con actividad antibiética
mientras que el resto mostré una actividad dispar frente
a distintas cepas de microorganismos.

El andlisis estadistico de correlacién de los
resultados obtenidos comparando la actividad
inhibitoria de los venenos de serpientes con respecto
alos distintos antibiéticos evaluados mostré una falta
de correlacién con la mayor parte de los anti-
bacterianos utilizados. Sélo se hall6 una correlacién
positiva baja en €l caso de los microorganismos Gram
positivos como Staphylococcus y Streptococcus con
Trimetropina + sulfametoxazol (+0,61) y Amino-
penicilina + Sulbactama (+0,63); mientras que entre
los microorganismos Gram negativos la correlacién
positiva fue adn mds baja con Imipenem (+0,47),
Tazobactama (+0,51) y Piperacilina (+0,54).

DISCUSION

El veneno es una secrecién de glindulas de origen
comtn a las salivares, destinado en el animal a matar
su presa en forma rdpida y efectiva con pequefias
cantidades. Sin embargo, el mismo no es de compo-
sicién simple (oxidorreductasas, endonucleasas,
fosofodiesterasas, 5’ nucleotidasa, hialuronidasa, NAD
nucleotidasa, proteasas, fosfolipasa, acetilco-
linestarasa, y péptidos entre otros componentes) con
distinta actividad y potencia, que en forma aislada o
conjunta, producen en definitiva la muerte de la presa
(Stanchi N. 1998).

La actividad antibiética de los venenos ha sido
pobremente estudiada tanto en las especies de nuestro
pafs, como con especies de otros paises. Sin embargo,
en los escasos estudios realizados todos muestran algtin
tipo de actividad en alguno de los componentes de los
venenos (Barreiro, 1987; Croce, 1973; Wade, 1992).
Ante el continuo desarrollo de resistencia de las
bacterias a los formacos, el desarrollo de nuevas drogas
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es de fundamental importancia. La droga resistencia
es un fendmeno mundial que inquieta a cientificos que
tratan la emergencia de patdgenos resistentes (Hospi-
tal infection control practices advisory committee,
1995).

El andlisis de los datos obtenidos en este estudio
permite sostener que todas las especies de Bothrops
de Argentina muestran actividad antibidtica contra
distintos tipos de microorganismos.

El halo de inhibicién in vitro sélo sugiere que el
veneno podria también poseer actividad in vivo. Por
otro lado, analizando 20 afios de accidentes ofidicos
con 240 casos de ofidismo producidos en la Provincia
de Buenos Aires, sélo el 27% fue tratado con
antibidticos, generalmente como medida preventiva,
no habiéndose producido infecciones a partir de la
herida producida por el ofidio al morder (Grisolia y
col., 1996). Sin embargo, Jorge y col., (1990)
relacionan la posible presencia de infeccidn en los
pacientes “picados” por viboras con las bacterias
aisladas de la boca de los ofidios, siendo las bacterias
halladas similares a aquéllas observadas en los
abscesos producidos a partir de mordeduras de
serpientes del Género Bothrops. Por otro lado, si se
analizan los informes producidos por diferentes
investigadores sobre los microorganismos aislados de
la boca de ofidios, éstos representan a nuUMErosos
géneros y especies bacterianos (Streptococcus grupo
D, Enterobacter sp., Providencia rettgeri, Providencia
sp., Escherichia coli, Morganella morganii, Clos-
tridium sp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,
Proteus sp., Aeromonas hydrophylay A. salmonicida,
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Staphylococcus coagulasa negativo, Corynebacterium
sp., Streptococcus sp., Vibrio sp., Enterobacter sp., y
Achromobacter sp., entre otras) (Mauridis S., y col.,
1993; Garcia LimaE. y col., 1987; Ledbetter E. y col.,
1969; Jorge M. y col., 1990). Pensamos que muchas
de las infecciones producidas por mordeduras de
serpientes se deben no a contaminacién de la herida
por el veneno o las bacterias presentes en la boca, sino
a los métodos que pueden utilizarse para extraer el
veneno del paciente (Grisolia y col., 1996).

Cabe destacar la importancia que puede presentar
el encontrar actividad antibiotica para las especies de
Acinetobacter, Pseudomonas, y S. aureus ya que estos
microorganismos suelen generar facilmente resistencia
a distintos antibidticos.

La capacidad de inhibicién para las distintas cepas’
de microorganismos podria deberse tanto a la presencia
de un solo tipo de componente; en cantidad variable
en cada especie; de varios componentes con accién
sinérgica compartidos por todos los venenos, también
en cantidad variable en todos ellos; o por iltimo de
distintos componentes en cada veneno. Esto tltimo
quiza sea menos probable, mientras que el mecanismo
de inhibicién de crecimiento bacteriano parece ser atin
mas oscuro al no encontrarse una correlacién con
practicamente ningtn tipo de antibidtico utilizado en
este ensayo.

Son necesarios futuros estudios que permitan dar
respuesta a las interrogantes planteadas sobre cudl o
cuiles componentes son realmente activos contra los
microorganismos in vitro, y asf poder continuar los
estudios hacia un potencial nuevo agente terapéutico.



RESUMEN

La investigacién de venenos animales con capacidad
inhibitoria del crecimiento de microorganismos es un
fenémeno estudiado por algunos autores. El objetivo
del presente trabajo es investigar la presencia de
capacidad antibiética en venenos de distintas especies
de serpientes del Género Bothrops que habitan la Ar-
gentina. Los venenos se recolectaron haciendo morder
a los ofidios (B. alternatus, B. neuwiedi, B. ammo-
dytoides, B. jararaca y B. jararacussu) placas de petri.
Se obtuvieron 37 cepas bacterianas todas procedentes
de aislamientos clinicos a partir de humanos,
comprendiendo: 4 Acinetobacter sp., 6 Klebsiella
pneumoniae, 1 Morganella morganii, 3 Pseudomonas
aeruginosa, 4 Proteus mirabilis, 1 Shigella flecnerii,
5 Escherichia coli, 6 Enterococcus faecalis, 1 Entero-
coccus sp., 3 Staphylococcus aureus, y 3 S. epi-
dermidis. Las pruebas de sensibilidad a los antibidticos
fueron realizadas segiin el método de Bauer y Kirby
en el cual se emplearon discos comerciales embebidos
con antibidticos segiin metodologia convencional
(NCCLS). Se desprende de lo observado que B.
alternatus y B. ammjararacussu se encontraron entre
los venenos con menor actividad antibidtica mientras
que B. neuwiedi y B. jararaca mostraron una actividad
dispar frente a distintas cepas de microorganismos. El
andlisis de los datos obtenidos en este estudio permite
sugerir que los venenos de las especies de Bothrops
de Argentina muestran algin grado de actividad
antibidtica contra distintos tipos de microorganismos.
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