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Resumen

Las mordeduras de serpientes venenosas son un problema de salud publica
mundial, causando entre 81,000 y 138,000 muertes anuales y 400,000
discapacidades permanentes. Las complicaciones infecciosas son un desafio
significativo en el manejo de mordeduras de serpientes, afectando hasta un 33%
de los pacientes. Estas infecciones, que incluyen celulitis, abscesos y fascitis
necrotizante, se originan por la inoculacién de bacterias de la cavidad oral de la
serpiente y la alteracién de tejidos por el veneno. Este estudio investigo la
diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes de la
familia Viperidae mantenidas en cautiverio en Panama. Se analizaron 48
muestras de cuatro especies (Bothrops asper, Bothriechis nigroviridis,
Cerrophidion sasai y Porthidium lansbergii) utilizando métodos dependientes e
independientes de cultivo. Los métodos dependientes de cultivo identificaron 41
cepas bacterianas pertenecientes a 12 géneros, con predominancia de bacterias
Gram negativas como Morganella morganii y Providencia rettgeri. La
secuenciacion del gen 16S rRNA identificé 2,237 variantes de secuencia de
amplicones (ASVs) Unicas. Los métodos independientes de cultivo permitieron la
identificacion de 37 géneros bacterianos, en comparacion con los 12 géneros
identificados por métodos dependientes de cultivo. Los resultados destacan la
complejidad de la microbiota oral de estas serpientes y su potencial implicacion

en infecciones secundarias tras mordeduras.

Palabras clave: Microbiota oral, Viperidae, secuenciacion 16S rRNA, diversidad

bacteriana, accidentes ofidicos.
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Abstract

Venomous snake bites are a global public health issue, causing between 81,000
and 138,000 annual deaths and 400,000 permanent disabilities. Infectious
complications are a significant challenge in snake bite management, affecting up
to 33% of patients. These infections, including cellulitis, abscesses, and
necrotizing fasciitis, originate from bacteria inoculation from the snake's oral
cavity and tissue alteration by venom. This study investigated the bacterial
diversity present in the oral cavity and venom of snakes from the Viperidae family
kept in captivity in Panama. Forty-eight samples from four species (Bothrops
asper, Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, and Porthidium lansbergii)
were analyzed using culture-dependent and culture-independent methods.
Culture-dependent methods identified 41 bacterial strains belonging to 12 genera,
with a predominance of Gram-negative bacteria such as Morganella morganii and
Providencia rettgeri. Antimicrobial resistance analysis revealed variable patterns,
including multidrug-resistant strains. 16S rRNA gene sequencing identified 2,237
unique amplicon sequence variants (ASVs). Culture-independent methods
allowed the identification of 37 bacterial genera, compared to the 12 genera
identified by culture-dependent methods. The results highlight the complexity of
the oral microbiota of these snakes and its potential implication in secondary

infections following snakebites.

Keywords: Oral microbiota, Viperidae, 16S rRNA sequencing, bacterial diversity,

snakebite accidents.
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1. Introduccién

Las mordeduras de serpientes venenosas constituyen un problema significativo
de salud publica a nivel mundial, con implicaciones que van desde efectos
locales inmediatos hasta complicaciones sistémicas graves. Se estima que
anualmente ocurren aproximadamente 5 millones de mordeduras de serpiente,
de las cuales entre 94,000 y 125,000 resultan en muertes, y hasta 400,000 en
amputaciones y otras secuelas severas (Valencia & Zavaleta, 2017; J. et al.,

2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha incluido las mordeduras de
serpientes en la lista de Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) de mayor
impacto en la salud publica, afectando predominantemente a las poblaciones
rurales y pobres en regiones tropicales y subtropicales (PANAFTOSA, 2022). La
carga del envenenamiento por mordedura de serpiente es particularmente
pronunciada en las zonas rurales, donde el acceso a la atencion médica es
limitado y la conciencia sobre las medidas preventivas suele ser insuficiente

(Lizarazo et al., 2020).

En América Latina, las mordeduras de serpientes representan un problema de
salud publica significativo (PANAFTOSA, 2023). La incidencia anual estimada de
mordeduras de serpiente en la region es de aproximadamente 57,000 casos,

resultando en alrededor de 3,000 muertes y una carga significativa de morbilidad,
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incluyendo discapacidades a largo plazo (Valencia & Zavaleta, 2017; J. et al.,

2017).

En Panama, los accidentes ofidicos representan una amenaza significativa para
la salud publica, con el pais experimentando una de las incidencias mas altas de
envenenamiento por mordedura de serpiente en Centroamérica (Gutiérrez,
2014). Se registran en promedio anualmente mas de 2 mil casos de mordedura
de ofidios, de los cuales el 2-3% resultan en fallecimientos. La serpiente mas
peligrosa por su veneno y agresividad es la Bothrops asper, responsable del

95% de las mordeduras en el pais (Ministerio de Salud de Panama4, 2021).

A pesar de la importancia de los accidentes ofidicos en la salud publica,
actualmente no existe en Panama un estudio exhaustivo sobre la biodiversidad
de bacterias, presentes en la cavidad oral y veneno de las serpientes
pertenecientes a la familia Viperidae en cautiverio, utilizando técnicas de
Secuenciacion Masiva de Nueva Generacidén (GNS). Esta informacion es crucial
para comprender la composiciéon del veneno utilizado en la inmunizacion de
caballos para la elaboracion de sueros antiofidicos, asi como para el desarrollo

de tratamientos antimicrobianos efectivos para los accidentes ofidicos.

El objetivo general de este estudio fue estudiar la diversidad bacteriana presente
en la cavidad oral y el veneno de serpientes de la familia Viperidae mantenidas
en cautiverio en el serpentario del Centro de Investigacion e Informacion de

Medicamentos y Toxicos (CIIMET). Los objetivos especificos incluyeron realizar
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el cultivo de las bacterias obtenidas del veneno y del hisopado de la cavidad oral,
identificar por métodos bioquimicos las bacterias aerobias, analizar mediante
técnicas moleculares la diversidad bacteriana presente, y crear una base de
datos de las bacterias presentes en el veneno e hisopado de la cavidad oral de

las serpientes estudiadas.

Este estudio es relevante e innovador por diversas razones: proporciona datos
especificos y relevantes para la regidbn panamefia sobre la interaccion entre las
serpientes autéctonas y las bacterias locales, aborda un vacio en la literatura
sobre la microbiota bucal de las serpientes en el contexto panamerio, contribuye
al conocimiento sobre la variabilidad de la microbiota a lo largo del tracto
gastrointestinal en vertebrados, tiene implicaciones directas para la salud y
bienestar de los especimenes en cautiverio, y permite disefiar mejores
estrategias preventivas y terapéuticas para las personas afectadas por

mordeduras de serpientes en Panama.

La metodologia empleada combind técnicas dependientes e independientes de
cultivo, incluyendo el aislamiento e identificacién de bacterias mediante sistemas
bioquimicos automatizados, extraccion de ADN, amplificacion del gen 16S rRNA,
y secuenciacion de nueva generacion, seguido de analisis bioinformaticos para la

caracterizacion de la diversidad bacteriana.

Los resultados revelaron una diversidad significativa de bacterias en la cavidad

oral y veneno de las serpientes estudiadas, identificando 41 cepas bacterianas
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pertenecientes a 12 géneros diferentes mediante las técnicas dependientes de
cultivo, con predominancia de bacterias Gram negativas. Las técnicas
independientes de cultivo permitieron la identificacion de 2,237 variantes de
secuencia de amplicones (ASVS) Unicas, con la identificacion de 37 géneros
bacterianos diferentes, proporcionando una visibn mas completa de la diversidad
microbiana. Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para el manejo de

accidentes ofidicos y la produccion de antivenenos en Panama.
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2. Justificacion

Panama, alberga una biodiversidad herpetologica extraordinaria, incluyendo
numerosas especies de serpientes venenosas de la familia Viperidae. Estas
especies son responsables de un significativo nimero de accidentes ofidicos que
representan un problema de salud publica en el pais. A pesar de la relevancia
clinica y ecologica de estos reptiles, existe actualmente un vacio cientifico
importante en la caracterizacion microbiana de su cavidad oral y veneno
mediante técnicas moleculares avanzadas como la Secuenciacion Masiva de

Nueva Generacidon (GNS).

Esta carencia de informacién constituye una limitacion significativa para el
desarrollo de protocolos terapéuticos optimizados para las complicaciones
infecciosas secundarias a mordeduras de serpientes. Los estudios previos
realizados en Panamda sobre microorganismos asociados a accidentes ofidicos
se han basado principalmente en métodos tradicionales de caracterizacion
fenotipica, lo cual proporciona una vision parcial de la diversidad microbiana real.
La implementacion de tecnologias de secuenciacion avanzadas permitiria una
identificacion mas precisa y exhaustiva de la microbiota asociada, superando las
limitaciones inherentes a los meétodos convencionales que frecuentemente

subestiman la diversidad microbiana total.

El conocimiento detallado de la microbiota oral y del veneno de serpientes

Viperidae en cautiverio tiene implicaciones directas para la calidad y eficacia del
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veneno utilizado en la produccibn de sueros antiofidicos. La calidad
microbiolégica del veneno extraido es un factor determinante tanto para la salud
de los animales inmunizados como para la seguridad y potencia del producto
final, aspectos que impactan directamente en la efectividad del tratamiento

administrado a las victimas de mordeduras.

Las serpientes representan ademas un modelo vertebrado excepcional para el
estudio de adaptaciones microbiol6gicas en ambientes biolégicamente extremos.
La cavidad oral de estos reptiles constituye un nicho ecoldgico Unico donde los
microorganismos han evolucionado para coexistir con compuestos altamente
toxicos y enzimas proteoliticas presentes en el veneno. Esta interaccion bioldgica
singular ofrece oportunidades para la identificacion de adaptaciones metabdlicas
de relevancia biotecnolégica, ampliando asi el alcance e impacto potencial de

esta investigacion mas alla del ambito médico inmediato.

El monitoreo del estado microbiolégico de serpientes mantenidas en cautiverio
para fines cientificos o de conservacion adquiere particular relevancia
considerando que las condiciones ex situ pueden modificar significativamente la
composicion de su microbiota natural. Este aspecto tiene implicaciones directas
tanto para la salud y bienestar de los especimenes como para la validez de las

investigaciones realizadas con estos animales.

La especificidad geografica de este estudio representa otro de sus valores

fundamentales. La biodiversidad panamefia, resultado de su particular historia
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geoldgica como puente biologico entre continentes, ha generado ecosistemas
Unicos donde las interacciones entre serpientes y microorganismos pueden
presentar caracteristicas distintivas y hasta ahora inexploradas. Los hallazgos
derivados de esta investigacion tendran por tanto una relevancia contextual
directa para las estrategias de salud publica nacionales, ofreciendo informacion
critica para el desarrollo de protocolos de tratamiento antimicrobiano
especificamente adaptados a la realidad epidemiolégica local de los accidentes

ofidicos.
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3. Importanciay Pertinencia del proyecto

La pertinencia de una propuesta cientifica no se mide Unicamente por su
capacidad intrinseca para avanzar en el conocimiento, sino también por su
alineacion con las directrices y objetivos nacionales e internacionales. En este
contexto, el proyecto propuesto no solo es oportuno sino fundamental en

multiples aspectos:

Estrategia Nacional de Ciencia y Tecnologia (PENCYT): Acorde con el Plan
Estratégico Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion, una de las principales
limitaciones que enfrenta nuestro pais es la escasa investigacion generada
dentro de nuestras instituciones educativas. Este proyecto no solo aborda esa
carencia, sino que crea una base sdlida de datos y conocimientos,
reposicionando a Panama en el panorama en conjunto con otros paises de
Latinoamérica en el estudio y tratamiento de envenenamientos ofidicos y

fortaleciendo nuestra capacidad investigativa a largo plazo.

Compromiso Constitucional con la Salud Publica: Tal como lo dicta el articulo
105 del capitulo 6° de la Constitucion de la Republica de Panam4, garantizar la
salud de la poblacion es una responsabilidad indiscutible del Estado. Esta
propuesta estad directamente alineada con ese mandato, especialmente al
considerar que las mordeduras de serpiente afectan desproporcionadamente a

comunidades rurales marginadas. El desarrollo de antidotos mas efectivos puede
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mejorar considerablemente las condiciones de vida y la salud en estas areas

vulnerables.

Avance hacia la Igualdad de Género: Mientras el PENCYT identifica que solo
el 35% de los investigadores en Panama son mujeres, este proyecto desafia esa
disparidad. La inclusibn de investigadoras y tutoras femeninas en roles
principales es un paso significativo hacia la reduccion de la brecha de género en

la ciencia en nuestro pais.

Alineacién con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la ONU:
Este proyecto se alinea con al menos tres ODS - promoviendo la salud y el
bienestar; reforzando la igualdad de género; y fomentando alianzas estratégicas
para alcanzar estos objetivos. Su éxito no solo beneficiara a Panama, sino que
también serd una contribucién valiosa a una agenda global de desarrollo

sostenible.

Ley 421 del 6 de febrero de 2024: Que promueve la investigacion, desarrollo,
produccion y comercializacion de sueros antiponzofiosos, antivenenos y otros
antidotos en la Republica de Panama. Al alinearse directamente con las
directrices de esta ley, la propuesta no solo es pertinente, sino que se convierte
en una herramienta importante para la implementacion efectiva. La confluencia
de estos factores posiciona este proyecto no solo como relevante, sino como

esencial tanto a nivel nacional como internacional. Su ejecucion no es solo una
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oportunidad, sino una responsabilidad en pro del bienestar de la nacion y del

avance cientifico nacional.
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4. Objetivos General y Especificos

4.1 Objetivo General

Estudiar la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de
serpientes de la familia Viperidae mantenidas en cautiverio en el serpentario del

Centro de Investigacion e Informacion de Medicamentos y Toxicos (CIIMET).

4.2 Objetivos Especificos:

1. Cultivar y aislar las bacterias obtenidas del veneno y del hisopado de la
cavidad oral de las serpientes de la familia Viperidae (Bothriechis
nigroviridis, Cerrophidion sasai, Porthidium lansbergii y Bothrops asper)
mantenidas actualmente en cautiverio en el serpentario del CIIMET.

2. ldentificar por métodos bioquimicos las bacterias aerobias obtenidas del
veneno e hisopado de la cavidad oral de las serpientes de la familia
Viperidae (Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, Porthidium
lansbergii y Bothrops asper) mantenidas actualmente en cautiverio en el
serpentario del CIIMET.

3. Analizar mediante técnicas moleculares la diversidad bacteriana presente
en el veneno y en el hisopado de la cavidad oral de las serpientes de la
familia Viperidae (Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, Porthidium
lansbergii y Bothrops asper) mantenidas actualmente en cautiverio en el

serpentario del CIIMET.
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4. Crear una base datos de las bacterias identificadas en el veneno e
hisopado de la cavidad oral de las serpientes de la familia Viperidae
(Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, Porthidium lansbergii vy
Bothrops asper) mantenidas actualmente en cautiverio en el serpentario

del CIIMET.
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5. CAPITULO I: Marco Teorico

5.1Serpientes venenosas y su impacto en la salud publica

Las mordeduras de serpientes venenosas representan un problema significativo
de salud publica a nivel mundial. Estas mordeduras pueden causar una variedad
de efectos adversos, desde dolor local y dafio tisular hasta complicaciones
sistémicas graves y la muerte. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
incluido las mordeduras de serpientes en la lista de Enfermedades Tropicales
Desatendidas (ETD) de mayor impacto en la salud publica, afectando
predominantemente a las poblaciones rurales y pobres en regiones tropicales y

subtropicales (PANAFTOSA, 2022).

5.1.1 Epidemiologia global de las mordeduras de serpientes

A nivel mundial, se estima que cada afio ocurren entre 5.4 y 5.8 millones de
mordeduras de serpientes, resultando en aproximadamente 2.7 millones de
envenenamientos clinicamente significativos (Figura 1). De estos casos,
alrededor de 81,000 a 138,000 personas mueren y otras 400,000 sufren
discapacidades permanentes, como amputaciones, Ulceras cronicas Yy
limitaciones de la movilidad (Kasturiratne et al., 2008). La carga de las
mordeduras de serpientes es desproporcionadamente alta en Africa

subsahariana, Asia y América Latina, donde los sistemas de salud a menudo
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carecen de recursos adecuados para el tratamiento y la prevencion (Chippaux,

2017).
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Figura 1: Distribucién geogréfica del nUumero estimado de envenenamientos y
muertes por mordedura de serpiente.

Los datos presentados constituyen una aproximacion general del rango estimado
de envenenamientos y muertes por mordedura de serpiente, dado que, en
muchos paises, la informacién confiable sobre la morbilidad y mortalidad por
mordedura de serpiente es escasa, lo que resulta en datos sub reportados de
esta condicion tropical desatendida. EI mayor impacto de los envenenamientos
por mordedura de serpiente se produce en Asia, Africa subsahariana, América

Latina y partes de Oceania (Kasturiratne, A. et al.2008). Fuente: Gutiérrez et al., 2017.
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Las mordeduras de serpientes son mas comunes en areas rurales donde las
personas tienen contacto frecuente con serpientes debido a actividades agricolas
y de subsistencia. Los factores socioecondmicos y culturales también juegan un
papel crucial en la incidencia y el manejo de las mordeduras de serpientes. En
muchas comunidades, la falta de acceso a atencion médica adecuada y la
dependencia de tratamientos tradicionales contribuyen a la alta morbilidad y

mortalidad (Williams et al., 2019).

5.1.2 Epidemiologiaregional de mordeduras de serpientes

En Ameérica Latina, las mordeduras de serpientes representan un problema de
salud publica significativo, con una incidencia estimada de 57,000 casos anuales.
Las mordeduras de serpientes en esta region resultan en aproximadamente
3,000 muertes y numerosas discapacidades permanentes cada afo
(PANAFTOSA, 2023). La especie Bothrops asper, conocida como la serpiente
"terciopelo” o "X" (Figura 2), es responsable de la mayoria de los
envenenamientos en paises como Panama, donde se reporta que esta especie

causa el 95% de las mordeduras (Ministerio de Salud de Panama, 2021).
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Figura 2: Bothrops asper, serpiente "terciopelo” o "X".

Fuente: Instituto Clodomiro Picado.

La distribucion de las mordeduras de serpientes en América Latina muestra
variaciones significativas entre diferentes paises y regiones. En areas rurales de
Brasil, Colombia y Venezuela, la incidencia de mordeduras de serpientes es
particularmente alta debido a la presencia de diversas especies venenosas y la
proximidad de las comunidades humanas a los habitats naturales de las
serpientes (Fan et al., 2018). Ademas, la falta de antivenenos eficaces y la
infraestructura médica limitada agravan el problema, resultando en una alta tasa

de mortalidad y morbilidad (Warrell, 2019).

Para abordar este problema, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
ha implementado varias iniciativas, incluyendo la creacion de la Red de
Laboratorios Publicos Productores de Antivenenos de América Latina (RELAPA).
Esta red tiene como objetivo mejorar la disponibilidad y accesibilidad de

antivenenos seguros y eficaces en la regién (PANAFTOSA, 2022). Sin embargo,
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a pesar de estos esfuerzos, persisten desafios significativos en términos de

financiamiento, distribucién y educacion comunitaria.

5.1.3 Impacto en la salud publica de los accidentes ofidicos en Panaméa

Los accidentes ofidicos constituyen una amenaza considerable para la salud
publica panamefia. Las serpientes venenosas de Panama se agrupan en dos
familias: Elapidae (serpientes de coral y serpiente marina) y Viperidae (viboras).
Entre las 130 especies, la familia Viperidae contiene las serpientes de mayor
importancia médica, particularmente las del género Bothrops, que incluye
especies como Bothrops asper y Bothrops atrox (Rueda et al., 2013; Rueda &
Soares, 2010). Se registran en promedio anualmente mas de 2 mil casos de
mordedura de ofidios, de los cuales el 2-3% resultan en fallecimientos. La
serpiente mas peligrosa por su veneno y agresividad es la Bothrops asper, y es
responsable del 95% de las mordeduras en nuestro pais. En el caso de las
mordeduras de ofidio, para el periodo 2007-2021, se registran rangos de 65
casos por cada 100,000 habitantes en el afio 2000, y 34 casos por cada 100,000
habitantes en el 2021. (Grafica 1) (Ministerio de Salud de Panam4, 2021). Esta
incidencia ubica a Panama como uno de los paises con mayor riesgo de

accidentes ofidicos en el continente americano.

Péagina 26 de 213



4 A
1
I 100 ¥
o i
=}
S
(o) 13
8 50 | - ' J».» J A
g. — { v
k 60 -
: [
k. 2
-0, OFIDI0  ~#~P. ALACRAN
40 |
. .
>
20 ’ —r—

Y 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2924

e MOFDI0 651 542 523 481 435 51 522 485 549 638 656 51.0 523 566 488 618 403 388 37.0 420 384 342
=

o PALACRAN 135 181 255 229 195 199 21.1 839 804 687 695 642 69.0 77.3 71.3 100.5 103.0 966 645 77.9 58.7 559

gocion Esiadisticas'SIVE ce P. Alawan y M. Ofidio

Fuente: NINSW/Dpto.  Epidemicl

Grafica 1: Incidencia de Picadura de Alacran y Mordedura de Ofidio. Republica
de Panama. Afos: 2000-2021.

Fuente: Ministerio de Salud de Panama, 2021.

La fauna ofidica de Panama incluye tres familias de serpientes venenosas:
Viperidae, Elapidae e Hydrophiidae, siendo la primera la responsable de la
mayoria de los envenenamientos (Valderrama, 2003). Las especies de la familia
Viperidae, particularmente Bothrops asper, son las principales causantes de
accidentes ofidicos en el pais. El envenenamiento por serpientes de la familia
Viperidae produce efectos locales como edema, necrosis y hemorragia, asi como
manifestaciones sistémicas que incluyen coagulopatias, shock cardiovascular e

insuficiencia renal (Valderrama, 2003).
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Por su parte, las familias Elapidae e Hydrophiidae provocan principalmente
efectos neurotoxicos. Un aspecto critico en el manejo de los accidentes ofidicos
es el tiempo transcurrido entre la mordedura y la atencion médica (Meeran et al.,
2016; Raeside, 2011). Un estudio realizado en el Hospital de Santiago,
Veraguas, reveldé que el 33.9% de los pacientes buscaron asistencia médica
entre 3 y 6 horas después del accidente, mientras que el 37.3% lo hicieron en las
primeras 2 horas (Haughton, 2019). Este retraso en la atencion puede tener
consecuencias graves en el pronostico del paciente, especialmente en areas

rurales con acceso limitado a servicios de salud.

La prevencion y el tratamiento adecuado de los accidentes ofidicos son
fundamentales para reducir su impacto en la salud publica. EI Ministerio de Salud
de Panama ha establecido protocolos de notificacion obligatoria para estos
casos, aunque se reconoce la existencia de un subregistro significativo
(Valderrama, 2003). La disponibilidad y aplicacibn oportuna de sueros
antiofidicos, junto con el manejo adecuado de las complicaciones, son pilares

fundamentales en el tratamiento.

5.1.4 Impacto socioeconomico de los accidentes ofidicos en Panama

El impacto socioeconomico de los accidentes ofidicos en Panama es un tema
complejo que afecta multiples aspectos de la sociedad y la economia del pais.
Los accidentes ofidicos en Panama4, al igual que en otros paises de la region,

afectan principalmente a poblaciones rurales y trabajadores agricolas. Segun un
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estudio realizado por Gutiérrez (2011), en América Central los grupos mas
vulnerables son los agricultores, trabajadores forestales y habitantes de zonas
rurales con acceso limitado a servicios de salud. Esto implica que las personas
de bajos recursos econdmicos son las mas propensas a sufrir estos accidentes,

lo que puede exacerbar las desigualdades socioeconémicas existentes.

El costo del tratamiento de un accidente ofidico puede ser significativo,
especialmente debido al alto precio de los antivenenos. Aunque en Panama, el
sistema de salud publica proporciona atencién gratuita para estos casos, el costo
para el Estado es considerable. Gutiérrez et al. (2017) sefialan que, en América
Latina, el costo promedio de tratamiento por paciente puede oscilar entre $150 y

$2,000.00 dependiendo de la gravedad del caso y el tipo de antiveneno utilizado.

Las victimas de mordeduras de serpientes a menudo requieren hospitalizacion y
periodos de recuperacion prolongados. Esto resulta en una pérdida significativa
de dias laborables, afectando tanto a los individuos y a sus familias, como a la
economia local, especialmente en areas rurales donde la agricultura es la
principal actividad econdmica (Kipanyula & Kimaro, 2015; Vaiyapuri et al., 2013).
Chippaux (2017) estima que, en América Latina, los accidentes ofidicos pueden
resultar en una pérdida promedio de 10 a 15 dias de trabajo por caso. En el
contexto panamefio, esto podria traducirse en una disminucion de la
productividad agricola y un impacto negativo en los ingresos familiares de las

comunidades rurales.
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En algunos casos, los accidentes ofidicos pueden resultar en discapacidades
permanentes, lo que tiene un impacto a largo plazo en la capacidad productiva
de las victimas y sus familias. Habib et al. (2015) sefalan que hasta el 20% de
las victimas de mordeduras de serpientes en regiones tropicales pueden sufrir
secuelas permanentes, como amputaciones o disfunciones musculares. Esto no
solo afecta la calidad de vida de los individuos, sino que también puede
aumentar la carga economica para las familias y para el sistema de seguridad

social.

El impacto socioeconémico de los accidentes ofidicos en Panama también se
refleja en los costos indirectos asociados con la prevenciéon y el manejo de estos
incidentes. Esto incluye la implementacibn de programas educativos, la
capacitacion de personal de salud en areas rurales y la distribucion de
antivenenos en zonas de alto riesgo. Gutiérrez et al. (2013) destacan la
importancia de estas medidas preventivas, pero también sefalan que
representan una inversion significativa para los sistemas de salud de paises en

desarrollo.

Los accidentes ofidicos no solo representan una preocupaciéon para la salud
publica, sino que también provocan efectos psicolégicos significativos en las
comunidades afectadas. Estos efectos pueden incluir un aumento del miedo
colectivo hacia las serpientes, lo que a su vez puede alterar las practicas
agricolas tradicionales. En algunas comunidades, este temor puede llevar a una

disminucién de la agricultura, ya que los trabajadores se sienten inseguros en el
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campo, lo que afecta la seguridad alimentaria y las actividades econdémicas

locales (J. et al., 2017; Vargas et al., 2020).

5.1.5 Familia Viperidae

La familia Viperidae comprende una amplia diversidad de serpientes venenosas
distribuidas globalmente. Esta familia incluye géneros como Bothrops, Crotalus, y
Vipera, conocidos por su importancia médica debido a las mordeduras
venenosas que infligen. La comprension de su distribucion geografica,
caracteristicas morfoldgicas, habitats y ciclo de reproduccion es crucial para el
manejo de las mordeduras de serpientes y la conservacion de estas especies

(Gutiérrez, 2014).

5.1.5.1 Distribucién Geogréafica

La familia Viperidae, que incluye algunas de las serpientes mas venenosas del
mundo, tiene una distribucién global amplia y diversa. Estas serpientes se
encuentran en todos los continentes excepto en Australia y la Antartida. En
Europa, las viboras del género Vipera son comunes y estan distribuidas desde la

Peninsula Ibérica hasta el Lejano Oriente de Rusia (Krecsak et al., 2003).

En Asia, las viboras de foseta como Trimeresurus y Gloydius estan ampliamente
distribuidas en el sudeste asiatico, China y Japén (Campbell & Lamar, 2004).

Africa alberga una gran diversidad de viboras, incluyendo las especies del
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género Bitis, como la vibora del Gabon (Bitis gabonica), que se encuentra en las
selvas tropicales del Africa subsahariana (Spawls et al., 2018). En América del
Norte, las serpientes de cascabel (Crotalus) y las mocasines de agua
(Agkistrodon) son comunes, mientras que, en América del Sur, las especies del

género Bothrops son predominantes (Campbell & Lamar, 2004).

En América Latina, la familia Viperidae estd representada por una amplia
variedad de géneros y especies que ocupan diversos habitats, desde selvas
tropicales hasta areas semiaridas. Las especies del género Bothrops, como
Bothrops asper y Bothrops atrox, son las mas comunes y se encuentran en toda
América Central y del Sur, desde México hasta Argentina (Campbell & Lamar,
2004). Estas serpientes son responsables de la mayoria de los envenenamientos

en la region debido a su amplia distribucion y alta densidad poblacional.

En los Andes, las especies del género Bothrocophias y Bothriopsis habitan en las
zonas montafiosas y bosques nublados. En las regiones aridas y semiaridas de
América del Sur, las especies del género Crotalus, como Crotalus durissus, son
comunes y se encuentran en Brasil, Argentina y otros paises sudamericanos

(Waster et al., 1997).

Centroamérica alberga una notable variedad de reptiles venenosos, agrupados
en 33 especies de Viperidae, 19 especies de Elapidae y dos especies de
Helodermatidae. Una de las familias de serpientes mas importantes dentro de

este grupo, los Viperidae, esta compuesta por especies de los géneros Bothrops,
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Agkistrodon, Atropoides, Bothriechis, Crotalus, Cerrophidion, Lachesis,
Metlapilcoatlus y Porthidium (Figura 3). Las especies de Bothrops y Crotalus son
predominantes, mientras que, en el Caribe, la presencia de viboras es limitada,
pero incluye especies como Bothrops lanceolatus en Martinica y Bothrops
caribbaeus en Santa Lucia (Campbell & Lamar, 2004). La diversidad y
distribucién de las serpientes de la familia Viperidae en América Latina reflejan
una adaptacion a una amplia gama de habitats y condiciones climaticas, lo que
contribuye a su éxito evolutivo y a su impacto significativo en la salud publica en

la region.

AT
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Figura 3: Distribucion de algunas especies de la familia Viperidae.
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Estas serpientes son las principales responsables de los accidentes ofidicos en
la regidn centroamericana. En el mapa se indican con colores las areas de
distribucion de diferentes géneros: rojo para Metlapilcoatlus sp. y Atropoides sp.,
violeta para Crotalus simus, azul para Bothriechis sp. y naranja para Bothrops
asper. Las imagenes de las serpientes representativas de cada género son
ilustrativas, ya que las especies pueden presentar numerosas variaciones
morfoldgicas. El mapa fue adaptado de Google Maps y las fotografias fueron

tomadas por Andrés Novales y Francisco Obregdn. Fuente: Chang Estrada y col.,

2024.

5.1.5.2 Caracteristicas morfolégicas

Las serpientes de la familia Viperidae se caracterizan por tener cabezas
triangulares y anchas, cuerpos robustos y colmillos solenoglifos que se pliegan
contra el paladar cuando no estan en uso. Estos colmillos, largos y huecos,
permiten inyectar veneno eficazmente en sus presas (Valderrama, 2003). Las
escamas de estas serpientes suelen ser quilladas, lo que les proporciona una
textura rugosa. Los ojos presentan pupilas verticales, adaptadas para la visién

nocturna (Campbell & Lamar, 2004).

5.1.5.3 Habitats

Los vipéridos (familia Viperidae) habitan una amplia variedad de ecosistemas

terrestres, desde desiertos y praderas hasta bosques tropicales y templados. Se
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encuentran en todos los continentes excepto Australia y Antartida, con la mayor
diversidad en regiones tropicales y subtropicales. Estas serpientes venenosas
han desarrollado adaptaciones para prosperar en diversos habitats, desde el
nivel del mar hasta elevaciones montafiosas de mas de 4000 metros (Campbell

& Lamar, 2004).

En cuanto a su comportamiento, la mayoria de las especies de Viperidae son
principalmente terrestres, aunque algunas tienen habitos arbdreos o
semiacuaticos. Muchas especies son nocturnas o crepusculares, aunque algunas
pueden ser activas durante el dia, especialmente en climas mas frios o en
habitats de mayor altitud. Los vipéridos suelen ser depredadores de emboscada,
utilizando su camuflaje para ocultarse y esperar a sus presas. Algunas especies,
sin embargo, pueden adoptar estrategias de busqueda activa de presas (Shine et

al., 2019).

Una caracteristica distintiva del comportamiento de los vipéridos es su sistema
de deteccion de presas altamente desarrollado. Muchas especies poseen
organos sensores de calor llamados fosetas loreales, que les permiten detectar
el calor corporal de sus presas endotérmicas. Este sistema, combinado con su
vision y sentido del olfato, les permite cazar eficazmente incluso en condiciones

de poca luz (Gracheva et al., 2010).

Los vipéridos exhiben una variedad de comportamientos defensivos cuando se

sienten amenazados. Estos pueden incluir la adopcion de posturas defensivas, la
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produccion de sonidos de advertencia (como el cascabeleo en las serpientes de
cascabel), y en dultima instancia, el uso de su veneno como mecanismo de
defensa. Algunas especies también pueden emplear el mimetismo para evitar la

deteccién por parte de depredadores (Maritz et al., 2016).

5.1.5.4 Ciclo de Reproduccién

El ciclo de reproduccion de las serpientes de la familia Viperidae es un proceso
complejo y varia significativamente entre las diferentes especies. La mayoria de
estas serpientes son ovoviviparas, lo que significa que las hembras retienen los
huevos dentro de su cuerpo hasta que las crias estan completamente
desarrolladas y listas para nacer. Este método de reproduccién ofrece ventajas
como la proteccion de los huevos contra depredadores y condiciones

ambientales adversas (Solérzano, 1997).

En muchas especies de Viperidae, la temporada de apareamiento esta
estrechamente ligada a factores ambientales, como la temperatura y la
disponibilidad de recursos. Por ejemplo, en la especie Atropoides nummifer, las
copulas ocurren en enero y los partos en junio, con una gestacion que dura
aproximadamente 186 dias. Este patron estacional asegura que las crias nazcan
en un momento del afio en que las condiciones ambientales son Optimas para su

supervivencia (Vasquez-Cruz, 2018).
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Durante la temporada de apareamiento, los machos buscan activamente a las
hembras utilizando sefiales quimicas. Los encuentros entre machos pueden
resultar en combates ritualizados, donde los machos se enroscan y tratan de
dominar al oponente sin causar dafio significativo. Este comportamiento es
comun en muchas especies de vipéridos y sirve para establecer la dominancia y

el derecho a aparearse con las hembras disponibles (Campbell & Lamar, 2004).

La gestacion en las hembras de Viperidae puede durar varios meses, y durante
este periodo, las hembras pueden modificar su comportamiento y su ubicacion
para optimizar las condiciones térmicas para el desarrollo de los embriones. En
algunas especies, las hembras gravidas pueden ser mas reacias a moverse y
pueden seleccionar microhabitats con temperaturas mas estables (Shine, 2003).

El nacimiento de las crias generalmente ocurre en un periodo que maximiza sus
posibilidades de supervivencia, coincidiendo con la abundancia de presas y
condiciones climaticas favorables. Las crias nacen completamente formadas y
son independientes desde el momento del nacimiento. No obstante, algunas
especies pueden mostrar un comportamiento de cuidado parental limitado, donde
la hembra permanece cerca de las crias durante un corto periodo después del

nacimiento (Maritz et al., 2016).

La fecundidad varia considerablemente entre las especies de Viperidae. Algunas
especies pueden dar a luz a un pequefio numero de crias, mientras que otras
pueden tener grandes camadas. Este numero puede estar influenciado por

factores como la disponibilidad de recursos y la condicion fisica de la hembra.
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Ademas, algunas especies pueden reproducirse anualmente, mientras que otras
pueden tener ciclos reproductivos bienales o incluso menos frecuentes

(Gracheva et al., 2010).

5.1.5.5 Especies de la Familia Viperidae de interés en Panama

La familia Viperidae esta representada en Panama por 6 géneros y 15 especies
(Uetz et al., 2018). Las serpientes de esta familia son altamente venenosas y de
gran importancia médica debido a los accidentes ofidicos que provocan. Estas

especies incluyen Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, Porthidium

lansbergii y Bothrops asper (Figura 4).

Figura 4: Serpientes de la familia Viperidae - a) Bothrops asper, b) Cerrophidion

sasai, ¢) Porthidium lansbergii, d) Bothriechis nigroviridis.

Fuente: http://www.reptile-database.org/
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5.1.5.5.1 Bothriechis nigroviridis

Bothriechis nigroviridis se encuentra en las tierras altas de Panama y Costa Rica.
Habita en bosques montanos y premontanos, donde las condiciones humedas
son prevalentes (Savage, 2020). Esta especie tiene un patrén de coloracion
verde con manchas negras que la distinguen. Su cuerpo es relativamente
delgado y su cabeza triangular, similar a otras viboras de la misma familia
(Savage, 2020). Al igual que Bothriechis lateralis, Bothriechis nigroviridis es

ovovivipara.

5.1.5.5.2 Cerrophidion sasai

El género Cerrophidion, conocido como viboras de montafia, habita en regiones
subtropicales a altitudes medias y altas (entre 1200 y 3500 metros) en el sur de
México y en las tierras altas de Centroamérica al oeste de Panama. Estas
serpientes son de tamafio mediano, midiendo entre 50 y 55 centimetros, y
presentan una coloraciéon amarillo palido alrededor de la zona mandibular. La
especie mas representativa de este género es Cerrophidion godmani, Aunque en
la region también se encuentran otras especies como Cerrophidion wilsoni y
Cerrophidion sasai, no existen estudios sobre el veneno de C. wilsoni y solo se
han realizado unos pocos estudios sobre el veneno de C. sasai (Lomonte B et

al., 2011).
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Cerrophidion sasai es una especie menos conocida que se encuentra en las
regiones montafiosas del oeste de Panama. Prefiere areas con vegetacion densa
y suelos humedos. Presenta un color marrén oscuro con patrones mas claros
gue le permiten camuflarse entre las hojas caidas del suelo forestal. Su cabeza
es mas pequefia en comparacion con otras viboras y sus colmillos son
moderadamente largos (Savage, 2020). Se cree que Cerrophidion sasai es
ovovivipara, aunque se necesita mas investigacion para confirmar sus patrones

reproductivos exactos.

5.1.5.5.3 Porthidium lansbergii

Porthidium lansbergii se encuentra en las regiones bajas y secas de Panama,
especialmente en areas de bosques secos y matorrales (Gutiérrez, 2019). Esta
especie es de tamafio pequefio a mediano y presenta un patron de coloracién
marrén con manchas oscuras. Su cuerpo es robusto y su cabeza es ancha y
triangular (Gutiérrez, 2019). Porthidium lansbergii es vivipara, dando a luz a crias
vivas después de un periodo de gestacion que varia entre 4 y 6 meses (Savage,

2020).

5.1.5.5.4 Bothrops asper

Bothrops asper, comunmente conocida como “terciopelo”, es una especie de
serpiente ampliamente distribuida en las tierras bajas de Mesoamérica y el norte

de Sudamérica. Su rango geografico incluye la costa noroeste de Sudamérica
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desde Ecuador hasta Venezuela, Trinidad y hacia el norte hasta México. En
México y América Central, se encuentra desde el sur de Tamaulipas hasta la
peninsula de Yucatan. También habita en las areas costeras del Atlantico de
Nicaragua, Costa Rica y Panama, asi como en las regiones del norte de
Guatemala y Honduras (Campbell & Lamar, 2004; Sasa et al., 2009). Bothrops
asper es una de las especies de vipéridos mas importantes en Panama debido a
su responsabilidad en la mayoria de los accidentes ofidicos en el pais

(Valderrama, 2003).

Bothrops asper habita principalmente en selvas tropicales, bosques siempre
verdes y en los bordes exteriores de las sabanas. También se ha encontrado en
una variedad de otros habitats, incluyendo regiones bajas y montafiosas, areas
secas de algunos bosques tropicales caducifolios y los bosques nublados.
Prefiere altos niveles de humedad, aunque los adultos pueden encontrarse en
areas desérticas debido a su menor riesgo de deshidratacibn en comparacion

con los juveniles (Campbell & Lamar, 2004).

Bothrops asper es conocida por su gran tamafo y su coloracion marrén con
patrones en forma de diamante. La cabeza es grande y claramente diferenciada
del cuello, lo que es caracteristico de los miembros del género Bothrops. La
longitud de los individuos puede variar entre 1.2 y 1.8 metros, y pueden pesar
hasta 6 kg. La coloracion de la cabeza varia de marron medio a oscuro o incluso

negra, con manchas o rayas occipitales que pueden ser indistintas o ausentes. El
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vientre es generalmente de color amarillo palido (Campbell & Lamar, 2004;

Saldarriaga-Cordoba et al., 2003).

Bothrops asper es vivipara, y las hembras pueden dar a luz a grandes camadas
de hasta 80 crias después de un periodo de gestacion de aproximadamente 6

meses (Gutiérrez, 2019).

5.2 Venenos de serpientes

Los venenos de serpientes constituyen mezclas complejas de biomoléculas,
principalmente proteinas, que han evolucionado a lo largo de miles de afios para
cumplir funciones especificas en la captura de presas y defensa contra
depredadores. Entre sus componentes, destacan las fosfolipasas A2 y las
metaloproteinasas, que desempefian roles fundamentales en la fisiopatologia de
las mordeduras. Las fosfolipasas A2, por ejemplo, son cruciales en la induccién
de hemorragias y necrosis muscular al actuar sobre las membranas celulares, lo
gue puede resultar en efectos catastréficos en los tejidos objetivo (Quintana-

Castillo et al., 2017; Nina-Cueva et al., 2020).

La evolucion de estos venenos ha sido influenciada por la necesidad de
maximizar la eficacia en la inmovilizacion y digestion de sus presas, asi como la
defensa contra amenazas externas. Los venenos de serpientes, especialmente

de las familias Viperidae y Elapidae, exhiben una considerable diversidad en su
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composicion, lo que afecta las manifestaciones clinicas de envenenamientos en

humanos (Vargas et al., 2020; (Jimenez-Canale et al., 2022).

Los efectos fisiopatoldgicos del veneno incluyen dafio local, como hemorragia e
inflamacion, y efectos sistémicos, como trastornos en la coagulacion y dafo
renal. En particular, los venenos del género Bothrops han sido ampliamente
estudiados y se ha documentado su capacidad para inducir desérdenes
hemostaticos que pueden llevar a la coagulacion intravascular diseminada, shock
hipovolémico y fallo renal agudo (Terdn & Lomonte, 2016; Panta et al., 2020).
Por otro lado, la produccion y administracion de antivenenos es crucial en el
tratamiento de las mordeduras; estos deben ser especificos y eficaces, dado que
la respuesta terapéutica puede variar considerablemente dependiendo de la
composicién variable de los venenos (Teran & Lomonte, 2016; Castro et al.,

2020).

5.2.1 Composicién y propiedades bioquimicas

Los venenos de serpientes son complejas mezclas de proteinas y péptidos que
varian significativamente entre especies. Estas toxinas incluyen enzimas, toxinas
no enzimaticas y otros componentes que afectan diversos sistemas fisiologicos
en las presas y victimas humanas (Calvete, 2017). En particular, la combinacion
de flujos de trabajo de transcriptomica de préxima generacion y proteomica ha
demostrado capacidades sin precedentes para la caracterizacion del veneno con

un detalle sin igual (Rokyta et al., 2015). La distribucion relativa de los principales
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tipos de componentes toxicos en los venenos de vipéridos y elapidos se resume

en la Figura 5.
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Figura 5: Niveles de toxinas en el veneno de vipéridos y elapidos.

El grafico destaca los rangos de niveles de proteinas (expresados como % del
proteoma total del veneno) y la distribucion distinta de las familias de toxinas mas
abundantes en diferentes venenos de especies de serpientes de las familias
Viperidae y Elapidae. Las barras estdn codificadas por colores segun las
actividades biolégicas mas relevantes de la familia de toxinas correspondiente.
Los gradientes de color indican la dependencia de la concentracion del efecto
biologico (mismo color) o diferentes efectos (multiples colores; es decir, algunas
toxinas pueden ejercer un efecto a dosis bajas y otro efecto a dosis altas).

También se muestran las estructuras cristalograficas o de resonancia magnética
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nuclear de algunos miembros de cada familia de proteinas. 3FTX, toxina de tres
dedos (ID de acceso del Protein Data Bank (PDB ID): 11JC); CRISP, proteina
secretora rica en cisteina (PDB ID: 3MZ8); CTL, proteina tipo lectina C (PDB ID:
11XX); DTx, dendrotoxina (PDB ID: 1DTX); LAO, L-aminoacido oxidasa (PDB ID:
211D); Myo, miotoxina de baja masa molecular (PDB ID: 4GV5); PLA2, fosfolipasa
A2 (PDB ID: 1TGM para el monémero y PDB ID: 3ROL para el dimero); SVMP,
metaloproteinasa del veneno de serpiente (PDB ID: 3DSL para la clase Pl y
PDB ID: IND1 para la clase PI); SVSP, serina proteinasa del veneno de
serpiente (PDB ID: 10P0). Las propiedades bioquimicas de los venenos estan
determinadas por la estructura tridimensional de las toxinas y su capacidad para
interactuar con los componentes biolégicos del cuerpo de la presa (Figura 6).
Estas interacciones son especificas y pueden ser modificadas por variaciones en
la composicion del veneno entre diferentes especies o incluso entre individuos de

la misma especie (Casewell et al., 2020). Fuente: Gutiérrez et al., 2017.
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Figura 6: Los venenos de serpiente afectan diversos sistemas del cuerpo y sus
efectos tdxicos dependen principalmente de su composicion especifica.

Los venenos de elapidos y algunos de vipéridos pueden provocar pardlisis
neuromuscular. La mayoria de los venenos de vipéridos, y algunos de elépidos,
causan un dafio significativo en los tejidos locales. Ademas, los venenos de
vipéridos pueden inducir hemorragias sistémicas y aumentar la permeabilidad
vascular, lo que podria llevar a un shock cardiovascular. Tanto los venenos de
vipéridos como algunos de elapidos y colubroideos sin colmillos frontales actian
en varios niveles de la cascada de coagulacion y sobre las plaguetas, afectando

asi la hemostasis. Fuente: Gutiérrez et al., 2017.
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Metaloproteinasas de Veneno de Serpiente (SVMPs): Las SVMPs son una
clase importante de enzimas en los venenos viperinos. Estas enzimas degradan
componentes de la matriz extracelular y juegan un papel crucial en la induccion

de hemorragias y la disolucién de tejidos (Gutiérrez et al., 2021).

Fosfolipasas A2 (PLA2): Las PLA2 del veneno de Viperidae tienen una amplia
gama de actividades bioldgicas. Estas incluyen efectos miotoxicos, neurotoxicos,
anticoagulantes y proinflamatorios. Por ejemplo, la PLA2 Ba Spll RP4 del veneno
de Bothrops alternatus mostré actividad inhibitoria sobre la agregacion
plaquetaria y una alta estabilidad estructural bajo condiciones extremas de pH y

temperatura (Garcia Denegri et al., 2012).

Neurotoxinas: Las neurotoxinas de los vipéridos generalmente actian a nivel
presinaptico, inhibiendo la liberacién de acetilcolina en la unién neuromuscular.
Este mecanismo de accién puede resultar en pardlisis flacida, que en casos
severos puede afectar la funcion respiratoria. A diferencia de las neurotoxinas
postsinapticas encontradas en algunos elapidos, los efectos de las neurotoxinas
presinpticas de vipéridos suelen ser mas dificiles de revertir con antivenenos

(Del Brutto & Del Brutto, 2012).

Es importante destacar que la presencia de neurotoxinas en los venenos de
vipéridos no es universal y puede variar incluso dentro de una misma especie.
Factores como la distribucion geogréfica, la dieta y la ontogenia pueden influir en

la composicion del veneno. Por ejemplo, algunas poblaciones de Crotalus
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horridus en el sur de los Estados Unidos producen un veneno con componentes
neurotoxicos, mientras que otras poblaciones de la misma especie carecen de

estos componentes (Rokyta et al., 2013).

5.2.2 Efectos fisiopatolégicos

Los efectos fisiopatoldgicos de los venenos de serpientes dependen de la
composicién especifica del veneno y de la cantidad inyectada. En el caso de las
serpientes de la familia Viperidae, los efectos locales incluyen dolor intenso,

edema, necrosis y hemorragia en el sitio de la mordedura (Valderrama, 2003).

La toxicidad multiorganica es comun en las mordeduras de serpientes
venenosas. Las toxinas pueden afectar mdltiples sistemas organicos
simultdneamente, llevando a un colapso generalizado de las funciones
corporales y, en ausencia de tratamiento, a la muerte (Williams et al., 2019).
Estos efectos son el resultado de la accion combinada de las fosfolipasas A2 y
las metaloproteinasas, que destruyen los tejidos y los vasos sanguineos. A nivel
sistémico, los venenos de Viperidae pueden causar coagulopatias, insuficiencia
renal aguda, y shock cardiovascular (Gutiérrez et al., 2016). Las coagulopatias
son inducidas por las serino proteinasas y metaloproteinasas, que interfieren con
los factores de coagulacion y las plaquetas, mientras que las fosfolipasas A2

pueden contribuir a la miotoxicidad y la nefrotoxicidad (Calvete, 2017).
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5.2.3 Importancia de la produccién de antivenenos

La produccibn de antivenenos es crucial para el tratamiento de los
envenenamientos por serpientes. Los antivenenos son preparados
inmunobiolégicos que contienen anticuerpos especificos capaces de neutralizar
las toxinas presentes en el veneno de serpiente (Gutiérrez et al.,, 2016). La
administracion oportuna de antiveneno puede revertir los efectos toxicos y
reducir significativamente la mortalidad y la morbilidad asociadas con los

envenenamientos.

El proceso de produccion de antivenenos implica la inmunizacion de animales
(generalmente caballos u ovejas) con veneno de serpiente, seguido de la
recoleccion y purificacion de los anticuerpos generados. Estos anticuerpos se
procesan para obtener un producto seguro y eficaz que pueda ser administrado a

los pacientes (Gutiérrez et al., 2017).

A pesar de su importancia, la produccion de antivenenos enfrenta varios
desafios, incluyendo la variabilidad del veneno entre diferentes especies y la
necesidad de antivenenos especificos para diferentes regiones geogréficas.
Avances recientes en la biotecnologia y la inmunologia han mejorado la
especificidad y eficacia de los antivenenos, y la investigacion continta en el
desarrollo de antivenenos de amplio espectro y de proxima generacion (Williams

et al., 2019).
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5.2.4 Panamay la Produccién de antivenenos

La produccion y disponibilidad de antivenenos contra mordeduras de serpientes
en Panama ha sido un desafio persistente para el sistema de salud publica del
pais. Historicamente, Panama ha dependido en gran medida de la importacion
de antivenenos de otros paises de la region, principalmente Costa Rica, Brasil y

México, para satisfacer sus necesidades (Gutiérrez et al., 2011).

Para abordar esta problematica, Panama ha tomado medidas significativas.
Recientemente, se aprobd la Ley N° 421 del 6 de febrero de 2024, "Que
promueve la investigacion, desarrollo, produccién y comercializaciéon de sueros
antiponzofiosos, antivenenos y otros antidotos en Panama" (vLex Panama,
2023). Esta legislacion marca un hito importante en los esfuerzos del pais para
fortalecer su capacidad de produccion de antivenenos. La ley tiene como objetivo
fomentar la investigacién local, el desarrollo de tecnologias de produccion y
fabricacion de antivenenos especificos para las especies de serpientes

venenosas presentes en Panama.

Ademas, se ha presentado un proyecto para construir una nueva planta de
produccion de antivenenos por parte del Instituto Nacional de Salud Publica e

Investigacion (INSPI) (OPS, 2019).

Es importante resaltar, que los antivenenos producidos con venenos de

serpientes locales tienden a ser mas efectivos contra las especies endémicas de
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Panama, como las del género Bothrops, que son responsables de la mayoria de
los accidentes ofidicos en el pais (Gutiérrez et al., 2011). Ademas, la produccion
local puede facilitar la distribucion oportuna de antivenenos a areas rurales y de

dificil acceso, donde los accidentes ofidicos son mas frecuentes.

5.3Microbiota de serpientes

La microbiota o microbioma, que incluye todas las comunidades microbianas que
residen en un organismo, juega un papel esencial en la salud y la enfermedad
del mismo. Las serpientes no son una excepcion y albergan diversos
microbiomas en diferentes partes de su cuerpo, incluyendo la oral y la del

veneno.

5.3.1 Concepto general de microbiota

La microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos, incluyendo
bacterias, hongos, virus y otros microbios, que habitan en un ambiente particular.
Estos microbios pueden tener una relacién simbidtica, comensal o patogénica
con su hospedador. La microbiota influye en una variedad de funciones

biologicas, desde la digestion hasta la inmunidad (Turnbaugh et al., 2007).

La microbiota es fundamental para la salud del hospedador. En los humanos, por
ejemplo, la microbiota intestinal es crucial para la digestion y la sintesis de

vitaminas. En las serpientes, la microbiota puede influir en la digestion de las
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presas, la proteccion contra patdgenos Yy la cicatrizacion de heridas (Colston &

Jackson, 2016).

5.3.2 Microbiota oral y del veneno en serpientes

La cavidad oral de las serpientes alberga una diversa comunidad microbiana. Sin
embargo, se ha observado una predominancia de bacterias Gram negativas en
este entorno. Estas bacterias son particularmente preocupantes desde una
perspectiva de salud publica debido a su capacidad para desarrollar resistencia a
multiples tipos de antibidticos simultAneamente. Esta caracteristica las convierte
en un desafio significativo para la salud a nivel mundial, complicando el
tratamiento de infecciones y representando una amenaza creciente en el ambito

meédico (Partridge, 2011).

Estudios han revelado la presencia de numerosos géneros y especies
bacterianas, incluyendo: Proteus spp., Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium spp., Staphylococcus aureus,
Streptococcus grupo D, Morganella morganii, Aeromonas hydrophila y A.
salmonicida, Vibrio sp., Corynebacterium sp. (Clavijo Vanegas, 2021; Mauridis et
al., 1993; Garcia Lima et al., 1987; Ledbetter et al., 1969) Es importante destacar
gue muchas de estas bacterias son potencialmente patdgenas para los humanos

y pueden causar infecciones secundarias tras una mordedura de serpiente.
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5.3.3 Comparacion de las comunidades bacterianas orales entre ofidios

cony sin veneno

Las comunidades bacterianas orales de los ofidios representan un aspecto
fascinante de la microbiologia y la herpetologia, especialmente cuando se
comparan entre especies venenosas y no venenosas (Krishnankutty et al., 2018).
Esta comparacion no solo arroja luz sobre la ecologia microbiana de estas
serpientes, sino que también tiene implicaciones significativas para la

comprension de las infecciones secundarias en mordeduras de serpientes.

Estudios recientes han revelado diferencias notables en la composicién y
diversidad de las comunidades bacterianas orales entre ofidios venenosos y no
venenosos. Goldstein et al. (2013) realizaron un analisis comparativo utilizando
técnicas de secuenciacibn de proxima generacion, encontrando que las
serpientes venenosas, particularmente las viboras, tienden a albergar una mayor
diversidad de especies bacterianas en su cavidad oral en comparacién con las
serpientes no venenosas. Esta mayor diversidad podria estar relacionada con la
presencia de glandulas de veneno y los cambios fisiolégicos asociados en la

cavidad oral.

5.3.4 Factores que influyen en la composicién microbiana

La dieta de las serpientes puede influir significativamente en su microbiota. Las

serpientes que se alimentan de presas vivas pueden adquirir bacterias de sus
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presas, mientras que las dietas en cautiverio pueden alterar la composicion
microbiana. El habitat natural de la serpiente, incluyendo factores como la
humedad, temperatura y tipo de suelo, puede afectar la diversidad y composicion

de su microbiota (Colston & Jackson, 2016).

Las serpientes venenosas, especialmente las de la familia Viperidae, han
mostrado una prevalencia mas alta de bacterias potencialmente patdgenas en su
microbiota oral. Shek et al. (2009) identificaron una mayor frecuencia de especies
como Morganella morganii, Proteus spp. y Enterococcus faecalis en las
cavidades orales de serpientes venenosas en comparacibn con las no
venenosas. Estas bacterias son frecuentemente asociadas con infecciones
secundarias en mordeduras de serpientes, lo que sugiere una posible

coevolucién entre el veneno y ciertas especies bacterianas.

Por otro lado, las serpientes no venenosas tienden a presentar comunidades
bacterianas orales menos diversas, pero mas estables. Estas serpientes
albergan principalmente bacterias comensales y ambientales, con una menor
proporcion de especies potencialmente patdgenas. Esta diferencia podria
atribuirse a la ausencia de glandulas de veneno y a las distintas estrategias de
alimentacion y manipulacion de presas entre serpientes venenosas Yy no

venenosas (Lam et al., 2011).
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5.3.5. Influencia del cautiverio en la microbiota de serpientes

Las serpientes en cautiverio suelen experimentar cambios en su microbiota
debido a factores como la dieta controlada, la falta de contacto con su habitat
natural y el estrés asociado con el cautiverio. Estos cambios pueden tener
consecuencias para su salud y bienestar. Estudios han demostrado que las
serpientes en cautiverio pueden tener una microbiota menos diversa en
comparacién con sus contrapartes salvajes. Esto puede deberse a la dieta

artificial y a las condiciones estériles del cautiverio.

La disminucién de la diversidad microbiana puede predisponer a las serpientes a
infecciones y otras enfermedades. Ademas, las alteraciones en la microbiota
pueden afectar la digestion y la absorcion de nutrientes (Colston & Jackson,

2016).

Factores que pueden tener un impacto significativo en la microbiota de las

serpientes:

e Cambio en la dieta: La alimentacion en cautiverio puede ser diferente a la
dieta natural, lo que podria alterar la microbiota.
e Exposicion a nuevos microorganismos: El contacto con humanos y otros

animales en cautiverio puede introducir nuevas bacterias.
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e Estrés: El estrés del cautiverio podria afectar el sistema inmunoldgico de la
serpiente, lo que a su vez podria alterar su microbiota.
e Tratamientos médicos: Las serpientes en cautiverio pueden recibir

tratamientos antibidticos que alterarian significativamente su microbiota.

5.3.6 Complicaciones infecciosas asociadas al accidente ofidico

Las complicaciones infecciosas asociadas al accidente ofidico representan un
desafio significativo en el manejo clinico de estos casos, con implicaciones
importantes para la morbilidad y la duracion de la estancia hospitalaria. Segun
estudios recientes, la incidencia de estas complicaciones puede ser
considerable, con Lopez et al. (2008) reportando que hasta un 33% de los
pacientes atendidos por mordeduras de serpientes, particularmente del género
Bothrops, desarrollan algun tipo de infeccion secundaria. Estas infecciones
pueden manifestarse de diversas formas, siendo las mas comunes la celulitis, los

abscesos y, en casos mas severos, la fascitis necrotizante.

La patogénesis de estas complicaciones infecciosas es multifactorial,
involucrando tanto la inoculacién directa de bacterias presentes en la cavidad
oral de la serpiente como la alteracion de los tejidos locales por accion del
veneno, lo que crea un ambiente propicio para el crecimiento bacteriano.
Factores como la gravedad del envenenamiento, el tiempo transcurrido hasta la
atencion médica, y el manejo inicial de la herida juegan un papel crucial en el

desarrollo de estas infecciones (Feitosa et al., 2015; Magalhaes et al., 2022).

Péagina 56 de 213



5.3.6.1 Origen de las Infecciones

Las complicaciones infecciosas asociadas al accidente ofidico tienen un origen
multifactorial. Principalmente, se deben a la inoculacion de bacterias presentes
en la cavidad oral de las serpientes durante la mordedura. Estas bacterias
pueden provenir tanto de la flora oral normal del ofidio como del ambiente en el
gue habita (Mejia-Toro & Hoyos-Pulgarin, 2021). Los géneros bacterianos mas
comunmente aislados en estas infecciones incluyen Morganella morganii, que se
ha identificado como el patbgeno mas frecuente. Ademas, se han reportado
infecciones por otros bacilos gramnegativos y, ocasionalmente, por bacterias
grampositivas (L6pez, Lopera, & Ramirez, 2008). Factores que contribuyen al

desarrollo de infecciones incluyen:

e La cantidad y composicion del veneno inoculado.

e El tamafio de la serpiente, siendo mas riesgosas las mordeduras de
especimenes de mas de 1 metro de longitud.

e La gravedad del accidente ofidico, con mayor riesgo en casos moderados
a graves.

e El tiempo transcurrido hasta la atencion médica y la administracién del
antiveneno.

e Las caracteristicas del paciente, como comorbilidades o estado
inmunoldgico.

e El manejo inicial de la herida y la atencién médica recibida.
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Es importante destacar que el tiempo de aplicacion del suero antiofidico se ha
relacionado indirectamente con un aumento en la frecuencia de complicaciones,
especialmente en accidentes ofidicos graves (Mejia-Toro & Hoyos-Pulgarin,

2021).

5.3.6.2 Tipos de Infecciones

Las complicaciones infecciosas asociadas al accidente ofidico pueden
manifestarse de diversas formas, variando en gravedad y localizacion. Los tipos

mas comunes incluyen:

Celulitis: La celulitis es una infeccién bacteriana del tejido celular subcutaneo
gue se presenta con frecuencia tras una mordedura de serpiente. Esta condicion
se caracteriza por enrojecimiento, hinchazoén, calor y dolor en el area afectada.
Segun Mejia-Toro y Hoyos-Pulgarin (2021), la celulitis es una de las
complicaciones infecciosas mas comunes en pacientes con accidente ofidico. La
infeccion puede progresar rapidamente y, si no se trata adecuadamente, puede

extenderse a los tejidos mas profundos.

Abscesos: Representan alrededor del 7.5% de las complicaciones infecciosas.

Son colecciones localizadas de pus que pueden requerir drenaje quirdrgico

(Mejia-Toro & Hoyos-Pulgarin, 2021).
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Fascitis necrotizante: Una complicacién grave que implica la necrosis rapida y
progresiva de los tejidos blandos, incluyendo la fascia muscular (Lopez, Lopera,

& Ramirez, 2008).

Mionecrosis: La mionecrosis es la necrosis del tejido muscular, que puede ser
inducida tanto por el veneno de la serpiente como por infecciones bacterianas
secundarias. Esta condicidon es particularmente comin en mordeduras de
serpientes del género Bothrops, cuyo veneno tiene potentes efectos citotdxicos y
miotéxicos (Gutiérrez et al., 2016). La mionecrosis puede llevar a la pérdida de

funcién del musculo afectado y, en casos severos, puede requerir amputacion.

Sepsis: La sepsis es una respuesta inflamatoria sistémica a una infeccion que
puede llevar a fallo multiorganico y muerte si no se trata de manera oportuna. En
el contexto de una mordedura de serpiente, la sepsis puede desarrollarse a partir
de infecciones locales no controladas. La sepsis es una complicacion grave que
puede surgir en pacientes con mordeduras de serpientes, particularmente en
aquellos con envenenamiento severo y tratamiento retrasado. (Mejia-Toro &

Hoyos-Pulgarin, 2021).

Osteomielitis: La osteomielitis es una infeccion del hueso que puede ocurrir
como una complicacién tardia de una mordedura de serpiente. Esta condicion es
menos comun, pero puede ser extremadamente dificil de tratar, requiriendo a
menudo un tratamiento prolongado con antibidticos y, en algunos casos,

intervencion quirargica para remover el tejido 6seo infectado (Lopez et al., 2008).
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La prevalencia de estas complicaciones infecciosas varia segun los estudios,
oscilando entre el 33% y el 90% de los casos de accidente ofidico (Mejia-Toro &
Hoyos-Pulgarin, 2021). Esta variabilidad puede deberse a diferencias en los
criterios diagnosticos, las poblaciones estudiadas y los métodos de seguimiento

empleados.

El manejo adecuado incluye la administracion oportuna de antiveneno, el uso
prudente de antibioticos y, en algunos casos, intervenciones quirdrgicas (Lopez,
Lopera, & Ramirez, 2008). La eleccion del tratamiento antibiético empirico debe
basarse en el conocimiento de los patégenos mas frecuentes. Algunos estudios
sugieren que la combinacion de ciprofloxacina y clindamicina podria ser
adecuada para el manejo inicial de infecciones de tejidos blandos secundarias a
mordeduras de serpientes del género Bothrops (Mejia-Toro & Hoyos-Pulgarin,

2021).

5.3.6.3 Factores de Riesgo

La severidad de las infecciones depende en gran medida del grado de
contaminacion del veneno y la boca de la serpiente, asi como de las condiciones
en las que ocurri6 el accidente. Las mordeduras en ambientes sucios y los
primeros auxilios inadecuados aumentan el riesgo de infeccion (Valencia &

Zavaleta, 2017; J. et al., 2017).
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Los individuos con sistemas inmunolégicos comprometidos, como los pacientes
con diabetes, VIH/SIDA, o aquellos en tratamiento con inmunosupresores, tienen
un mayor riesgo de desarrollar infecciones graves. El retraso en la recepcion de
tratamiento médico adecuado también incrementa el riesgo de infecciones. Es
crucial que las victimas de mordeduras de serpientes reciban atencion médica lo
antes posible para minimizar las complicaciones infecciosas (Gutiérrez et al.,

2021).

5.3.6.4 Tratamiento de Infecciones

El tratamiento de infecciones asociadas a mordeduras de serpientes
generalmente implica el uso de antibidticos. Es fundamental realizar cultivos
bacterianos del sitio de la mordedura para identificar el patégeno especifico y
seleccionar el antibidtico adecuado. En muchos casos, se inicia el tratamiento
con antibioticos de amplio espectro hasta obtener los resultados del cultivo

(Warrell, 2019).

El desbridamiento quirdrgico, que consiste en la remociéon de tejido muerto o
infectado, puede ser necesario en casos de infecciones graves 0 necrosis
extensa. Este procedimiento ayuda a prevenir la propagacion de la infeccion y

promueve la cicatrizacion (Gutiérrez et al., 2016).

Ademas del tratamiento especifico, los pacientes pueden requerir cuidados de

soporte, incluyendo fluidos intravenosos, manejo del dolor y monitoreo estrecho
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en un entorno hospitalario. En casos severos, el tratamiento en una unidad de

cuidados intensivos puede ser necesario (Williams et al., 2019).

5.3.7 Resistencia a antibioticos de las bacterias presentes en cavidad

bucal de serpientes

El uso de antibibticos profilacticos es un tema controvertido y, aunque es una
practica comun en algunos paises, varios estudios sugieren que no es necesario
a menos que el paciente presente complicaciones como necrosis, gangrena,
celulitis, abscesos y ampollas. Ferreira et al. (2009), Garg et al. (2009), Malani y
Keoliya (2016), y Panda, Padhi y Sahoo (2018) enfatizan la importancia de
realizar cultivos bacterianos en pacientes con estas complicaciones antes de
administrar cualquier tratamiento. Ademas, Campagner et al. (2012), Babalola y
Balogun (2013), y Artavia et al. (2017) coinciden en la baja eficacia de las
penicilinas naturales, ampicilina, cefalosporinas de primera generacion,
macrolidos, cotrimoxazol, acido nalidixico y nitrofurantoina contra bacterias Gram

negativas.

Por otro lado, Lam et al. (2011) y Shaikh et al. (2017) recomiendan el uso de
netilmicina, levofloxacina, imipenem vy levofloxacina para combatir estas
bacterias. Para las bacterias Gram positivas, Shek et al. (2009), Garg et al.
(2009), Lam et al. (2011), y Shaikh et al. (2017) sugieren el uso de ampicilina,
vancomicina, ciprofloxacina, amoxicilina, azitromicina y amoxiclavulanico.

Campagner et al. (2012) y Dipineto et al. (2014) concluyen que los antibioticos
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mas efectivos son: amikacina, ciprofloxacina, doxiciclina, gentamicina vy
tobramicina. Finalmente, autores como Shek et al. (2009) y Résiere et al. (2018)
proponen considerar tratamientos especificos segun la serpiente involucrada en
el accidente, como el uso de cefalosporinas de tercera generacion en caso de

complicaciones tras la mordedura de Bothrops lanceolatus.

5.4 Técnicas de estudio de la diversidad bacteriana

El estudio de la diversidad bacteriana es crucial para comprender la estructura,
funcién y dinamica de las comunidades microbianas en diversos entornos,
incluidas las serpientes. Las técnicas para estudiar la diversidad bacteriana se
dividen en métodos dependientes de cultivo y métodos independientes de cultivo,

cada uno con sus propias aplicaciones y enfoques especificos (Figura 7).
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Figura 7: Dos enfoques para el estudio de la microbiota.
Los métodos independientes de cultivo para la caracterizacion de comunidades

microbianas se basan en la secuenciacion directa del ADN aislado para prevenir
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la pérdida de diversidad por cultivo. La secuenciacion dirigida captura todos los
organismos en una muestra, mientras que la secuenciacion del meta genoma
completo proporciona también informacion sobre el potencial funcional y

metabdlico de la comunidad. Fuente: Sedlar, 2018.

El cultivo de microorganismos en medios selectivos permite estudiar los
genomas completos de diversas especies, pero solo para un numero limitado de
organismos, ya que la mayoria de los que habitan en un ambiente natural son no
cultivables. Para prevenir esta pérdida de diversidad, se aplica la secuenciacion
directa de muestras ambientales sin cultivo previo in vitro con fines

metagendmicos (Karlsson F et al., 2013).

5.4.1 Métodos dependientes de cultivo

El cultivo microbiano sigue siendo una técnica fundamental en el estudio de la
diversidad bacteriana, a pesar del desarrollo de métodos moleculares mas
avanzados. Los métodos dependientes de cultivo permiten el aislamiento y
caracterizacion de microorganismos cultivables, proporcionando informacion
valiosa sobre su fisiologia, metabolismo y potenciales aplicaciones

biotecnolégicas (Lloyd et al., 2018).

Una de las técnicas mas utilizadas es el cultivo en placa, que implica la
inoculacion de muestras diluidas en medios de agar sélido. Este método permite

el aislamiento de colonias individuales, facilitando el conteo y la caracterizacion
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morfolégica de las bacterias. Ademas, las colonias aisladas pueden ser
subcultivadas para obtener cultivos puros, esenciales para estudios posteriores.
Sin embargo, es importante reconocer que este método solo captura una fraccion
de la diversidad microbiana total, ya que se estima que solo entre el 0.1% vy el
1% de las bacterias ambientales son cultivables en condiciones de laboratorio

estandar (Steen et al., 2019).

Los medios de cultivo selectivos y diferenciales juegan un papel crucial en el
estudio de la diversidad bacteriana. Estos medios estan disefiados para
favorecer el crecimiento de grupos bacterianos especificos o para distinguir entre
diferentes tipos de bacterias basandose en sus caracteristicas metabdlicas. Por
ejemplo, el agar MacConkey se utiliza comunmente para diferenciar entre
bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, mientras que el agar
sangre permite la identificacion de bacterias hemoliticas (Rappé & Giovannoni,

2003).

Las técnicas de enriquecimiento son otro enfoque importante en los métodos
dependientes de cultivo. Estas técnicas implican la incubacion de muestras en
medios liquidos que favorecen el crecimiento de grupos bacterianos especificos,
a menudo en detrimento de otros. Este método es particularmente util para
detectar bacterias que estan presentes en bajas concentraciones en la muestra
original (Vartoukian et al., 2010). La caracterizacion fenotipica de los aislados
bacterianos es un componente esencial de los métodos dependientes de cultivo.

Esto incluye la observacion de caracteristicas morfolégicas, pruebas bioquimicas
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y pruebas de susceptibilidad a antibidticos. Los sistemas automatizados, como
MALDI-TOF MS, han revolucionado este proceso, permitiendo una identificacion

mas rapida y precisa de las especies bacterianas (Lagier et al., 2012).

A pesar de sus limitaciones, los métodos dependientes de cultivo siguen siendo
invaluables para la investigacion microbiologica. Proporcionan informacion crucial
sobre las caracteristicas fisioldgicas y metabodlicas de las bacterias, permiten la
preservacion de cepas para estudios futuros, y son esenciales para la validacion
de métodos moleculares mas recientes. Ademas, el cultivo sigue siendo
necesario para cumplir con los postulados de Koch en la identificacion de
patdgenos y para el desarrollo de nuevos antibidticos y probiodticos (Alain &

Querellou, 2009).

5.4.2 Métodos independientes de cultivo

Para superar las limitaciones de los métodos dependientes de cultivo, se han
desarrollado métodos independientes de cultivo que permiten estudiar la
diversidad bacteriana sin la necesidad de cultivar los microorganismos. Estos
métodos, basados en técnicas moleculares, han revolucionado la microbiologia
al permitir la identificacion de bacterias no cultivables y proporcionar una vision

mas completa de la diversidad microbiana.
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5.4.2.1 Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares utilizan el ADN o ARN de las bacterias para su
identificacion 'y caracterizacion. Estas técnicas han permitido avances
significativos en el estudio de la microbiota de diversos entornos, incluidos los

hospedadores animales (Cheng et al., 2020; Gill et al., 2016).

5.4.2.1.1 PCR

La PCR es una técnica fundamental en biologia molecular que permite la
amplificacion de secuencias especificas de ADN. La PCR ha sido ampliamente
utilizada para detectar y cuantificar bacterias en muestras ambientales y clinicas

(Gill et al., 2016).

El proceso de PCR comienza con la extraccion de ADN de la muestra de interés.
Luego, se afiaden primers especificos que se unen a las secuencias diana del
ADN bacteriano (Figura 8). La reaccion se lleva a cabo en un termociclador, que
somete la mezcla de reaccion a ciclos repetidos de desnaturalizacion del ADN,
hibridacion de los primers y extension del ADN. Esto resulta en la amplificacion
exponencial de la secuencia diana, que puede ser detectada y analizada
mediante electroforesis en gel o técnicas mas avanzadas como la PCR en

tiempo real (QPCR) (Ramos & Molina, 2018).
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Figura 8: Los adaptadores de secuenciacion discriminan los amplicones y son
una secuencia artificial.

La imagen ilustra el proceso de amplificacion de ADN objetivo (target DNA)
mediante el uso de cebadores (primers) especificos, etiguetados con
adaptadores y etiquetas (tags) para la identificacion. Los cebadores forward y
reverse se unen a las regiones flanqueantes del ADN microbiano, y el resultado
es un amplicon que incluye el ADN obijetivo junto con las regiones adaptadoras y

etiquetas necesarias para analisis posteriores, como la secuenciacion.

Fuente: Nossa et al 2010.

La PCR permite la deteccion de bacterias especificas incluso en muestras
complejas y con bajas concentraciones de microorganismos. Esto es
particularmente Gtil en estudios de microbiota, donde es necesario identificar y
cuantificar bacterias en entornos altamente diversos y dinamicos. Ademas, la

PCR en tiempo real permite la cuantificacion precisa de las bacterias presentes,
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proporcionando informacion sobre la abundancia relativa de diferentes especies

(Yang et al., 2016).

5.4.2.1.2 Secuenciacion del gen 16S rRNA

La secuenciacion del gen 16S rRNA es una técnica crucial en microbiologia para
la identificacion y caracterizacion de la diversidad bacteriana en diversos
entornos. Este método se basa en la amplificacion y secuenciacion de una regién
altamente conservada del gen que codifica para la subunidad 16S del RNA
ribosomal bacteriano (Figura 9). Las regiones conservadas del gen 16S rRNA
proporcionan un objetivo estable para el disefio de cebadores, facilitando la
amplificacion del gen en diversas especies procariotas. Los cebadores
universales, como los que se dirigen a las regiones hipervariables V3 y V4,
permiten la amplificacibn de los genes 16S rRNA de una amplia gama de
taxones bacterianos y arqueales, lo que hace posible realizar estudios
exhaustivos de comunidades microbianas (Abuabara-Franco et al., 2022; Osorio

et al., 2023).
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Figura 9: Vision general de los métodos de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) del gen 16S rRNA y metagendmica shotgun.

Ambos métodos comienzan con la extraccion de &acidos nucleicos de una
muestra microbiana. A continuacion, el ADN extraido se somete a amplificacion
por PCR del gen 16S rRNA (NGS del gen 16S rRNA) o se fragmenta en
pequefios fragmentos de ADN (metagen6mica shotgun). Los amplicones
resultantes del gen 16S rRNA, o los fragmentos de ADN fragmentados, se
secuencian utilizando técnicas de NGS. Finalmente, todos los datos de

secuencia se procesan utilizando una amplia gama de algoritmos bioinformaticos
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gue permiten al investigador explorar la composicibn taxonomica y/o la

capacidad funcional de la muestra analizada. Fuente: Boers SA et al., 2019.

Las regiones hipervariables del gen 16S rRNA, como V1-V2, V3-V4, y V4-V5,
son comunmente seleccionadas para la secuenciacion debido a su capacidad
para discriminar entre diferentes especies bacterianas (Figura 10). Estas
regiones contienen variaciones en la secuencia que son Uutiles para la
identificacion taxonémica (Kozich et al., 2013). Por ejemplo, la regién V4 es
frecuentemente utilizada en estudios de microbiomas debido a su equilibrio entre
longitud y capacidad de resolucion, permitiendo una identificacion precisa de una

amplia gama de bacterias (Caporaso et al., 2012).

0 bp 16S rRNA
343F S17F > 784r> [@ir> [A099>

[vs]
G ga m dom Em

Figura 10: Estructura del gen 16S rRNA y posibles cebadores.

1600 bp

Una figura esquematica del gen 16S rRNA con nueve regiones variables
marcadas como V1 — V9. Las flechas muestran cebadores que cubren al menos
dos regiones variables propuestos por Nossa et al 2010. El nimero dentro de las

flechas determina la posicion de mapeo en el gen 16S rRNA de E. coli.

En 2023, por primera vez se realiz6 la secuenciacion completa del gen 16S rRNA
para la identificacion de bacterias en la cavidad oral de serpientes, marcando un

hito significativo en la microbiologia y la ecologia microbiana de estos reptiles
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(Lin & Tsai, 2023). Este estudio utilizé la secuenciacién de alto rendimiento del
gen 16S rRNA completo para investigar la diversidad bacteriana en la cavidad
oral de siete especies de serpientes venenosas en Taiwan. La técnica empleada
permitié la amplificacion y secuenciacion de las regiones hipervariables V1-V9
del gen 16S rRNA, proporcionando una resolucién sin precedentes en la
identificacion taxondmica de las comunidades bacterianas presentes en las

muestras orales de las serpientes.

La secuenciacion del 16S rRNA ha revolucionado nuestra comprension de la
diversidad microbiana y la estructura de las comunidades. Sin embargo, la gran
cantidad de datos generados requiere enfoques bioinforméticos robustos para
una interpretacion efectiva. El proceso generalmente involucra varios pasos
criticos: procesamiento de secuencias, agrupacion en OTUs o ASVs, y
asignacion taxonomica (Valencia & Zavaleta, 2017; J. et al., 2017). Estos analisis
permiten la caracterizacion de la diversidad alfa (dentro de las muestras) y beta
(entre muestras), asi como la identificacion de taxones microbianos claves
asociados con condiciones especificas o tipos de muestras (Callahan et al.,

2017).

A pesar de sus numerosas ventajas, es importante reconocer las limitaciones de
la secuenciacion del 16S rRNA, como la posible subestimacion de la diversidad
debido a sesgos en la amplificacion por PCR y la limitada resolucion taxonomica

a nivel de especie en algunos grupos bacterianos (Johnson et al., 2019).
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5.4.2.1.3 Secuenciacion de nueva generacion (NGS) y su aplicaciéon en

estudios de microbioma

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) ha revolucionado el estudio del
microbioma al permitir el analisis masivo y en paralelo de multiples secuencias
de ADN microbiano. Esta tecnologia ha posibilitado caracterizar de manera mas
completa y precisa las comunidades microbianas presentes en diferentes nichos
ecoldgicos, incluido el cuerpo humano (Goodwin et al., 2016). Las principales

aplicaciones de NGS en estudios de microbioma incluyen:

1. Analisis taxondmico: Permite identificar y cuantificar los microorganismos
presentes en una muestra mediante la secuenciacion de genes
marcadores como el 16S rRNA para bacterias (Caporaso et al., 2012).

2. Metagendmica: Posibilita estudiar el contenido genético total de una
comunidad microbiana, revelando su potencial funcional (Quince et al.,
2017).

3. Meta transcriptomica: Analiza los genes que se estan expresando
activamente en una comunidad microbiana (Franzosa et al., 2014).

4. Estudios longitudinales: Facilita el seguimiento de cambios en la
composicion y funcion del microbioma a lo largo del tiempo (Lloyd-Price et
al., 2017).

5. Asociacion con enfermedades: Permite identificar alteraciones del

microbioma vinculadas a diferentes patologias (Gilbert et al., 2016).
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El proceso de NGS comienza con la extraccion de ADN de la muestra y la
preparacion de bibliotecas de ADN mediante fragmentacion y adiciéon de
adaptadores. Luego, las bibliotecas se secuencian utilizando plataformas de
NGS, que generan millones de lecturas de secuencias cortas. Estas secuencias
se ensamblan y se comparan con bases de datos de secuencias para identificar

las bacterias presentes en la muestra (Knight et al., 2018).

NGS permite el analisis profundo de la diversidad microbiana, identificando no
solo las bacterias presentes, sino también su abundancia relativa y su funcion
potencial en el ecosistema. Esta técnica ha sido fundamental en el estudio de la
microbiota intestinal, la microbiota de la piel y otros microbiomas humanos y
animales, proporcionando informacién valiosa sobre las interacciones

microbianas y su impacto en la salud y la enfermedad (Franzosa et al., 2014).

La integracion de datos de NGS con informacién clinica y otras tecnologias
Omicas esta abriendo nuevas perspectivas para comprender el papel del
microbioma en la salud y la enfermedad, asi como para desarrollar nuevas
estrategias diagnosticas y terapéuticas basadas en el microbioma (Wang & Jia,

2016).

5.5 Manejo y cuidado de serpientes en cautiverio

El manejo y cuidado de serpientes en cautiverio es una practica que requiere

conocimientos especializados en biologia, anatomia, fisiologia y comportamiento
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de estos reptiles. Comprender la biologia y fisiologia de las serpientes es
fundamental para su manejo efectivo en cautiverio. Los ambientes en cautiverio
deben imitar los habitats naturales para satisfacer las necesidades fisiol6gicas y
comportamentales de las serpientes. Por ejemplo, estudios han demostrado que
el enriqguecimiento ambiental puede mejorar significativamente la diversidad
comportamental y el bienestar general de las serpientes en cautiverio (Azevedo
et al., 2021; Spain et al.,, 2020). Los ambientes inadecuados pueden generar
comportamientos relacionados con el estrés, lo que puede aumentar la
probabilidad de problemas de salud e incluso incidentes de mordeduras de

serpiente cuando se requiere manipulacién (Waeyenberge et al., 2018).

Para un manejo adecuado, es esencial comprender la biologia y ecologia de las
serpientes. Al ser ectotérmicas, dependen de fuentes externas de calor para
regular su temperatura corporal, y sus comportamientos y fisiologias estan
adaptados a habitats que van desde selvas tropicales hasta desiertos aridos
(Feva, 2022). Este entendimiento es fundamental para replicar las condiciones

ambientales adecuadas en un entorno controlado.

El disefio del terrario es un aspecto clave en este proceso, ya que debe imitar las
condiciones naturales del habitat de la serpiente. Esto incluye la temperatura,
humedad, sustrato y elementos de enriquecimiento ambiental como ramas y
escondites. La temperatura debe ser regulada con lamparas de calor y mantas
térmicas, creando un gradiente térmico dentro del terrario para permitir la

termorregulacion (Feva, 2022).
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Un estudio de Lillywhite et al. (2011) subraya la importancia del gradiente térmico
en los terrarios, ya que permite a las serpientes regular su temperatura
moviéndose entre areas calidas y frias. Este control ambiental previene

enfermedades metabdlicas y asegura una digestion eficiente.

Uno de los mayores retos en el manejo de serpientes en cautiverio es la
prevencion de enfermedades infecciosas. La prevencion de estas infecciones
depende de un control estricto de bioseguridad y la implementacién de
cuarentenas para nuevos ejemplares. Las infecciones bacterianas son comunes.
Harr et al. (2001) documentan la importancia de mantener una higiene adecuada
en los recintos y proporcionar un sustrato que no favorezca el crecimiento de
bacterias patégenas. Mantener las instalaciones limpias es fundamental para la

salud de las serpientes.

El manejo del estrés es otro factor vital en el bienestar de las serpientes en
cautiverio. El estrés crénico puede afectar negativamente su sistema
inmunoldgico y comportamiento. Un estudio de Morgan y Tromborg (2006) revela
gue el estrés puede reducir la respuesta inmune, aumentando la susceptibilidad
a infecciones. El manejo inadecuado, cambios bruscos en el entorno y la falta de
refugios adecuados contribuyen a este problema. Minimizar la interaccion
humana y proporcionar espacios de refugio que simulen su habitat natural son

medidas necesarias para reducir el estrés.
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El enriguecimiento ambiental también juega un papel crucial en el bienestar de
las serpientes. Warwick et al. (2019) sugieren que ofrecer estructuras que
permitan comportamientos naturales, como escalar y esconderse, mejora tanto la
salud fisica como el bienestar psicologico de las serpientes. Un entorno
enriquecido no solo reduce el estrés, sino que también favorece una mejor

adaptacion al cautiverio y promueve la longevidad.

El control ambiental, la vigilancia de enfermedades infecciosas y parasitarias, y el
enriguecimiento del entorno son componentes esenciales para garantizar la
salud de las serpientes en cautiverio, contribuyendo a la conservacion de

especies en peligro.

5.5.1 Alimentacion y Nutricion

Las serpientes de la familia Viperidae, que incluyen viboras y crotalos, presentan
una dieta bastante generalizada y variada, adaptada a su entorno y
disponibilidad de presas. Estas serpientes son principalmente carnivoras y se
alimentan de una amplia gama de vertebrados. Los roedores constituyen una
parte significativa de su dieta, pero también consumen otros mamiferos

pequefios, aves, anfibios y reptiles (Serpientes Argentinas, 2020).

En este contexto, en el caso de la especie Vipera seoanei, se ha observado que
su dieta incluye principalmente pequefios mamiferos como los géneros

Apodemus y Microtus. Sin embargo, la dieta puede variar segun la edad y el
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tamano de la serpiente. Los juveniles tienden a consumir presas mas pequefias y
accesibles, mientras que los adultos pueden capturar presas mas grandes

(Brafna et al., 1984).

Las técnicas de caza de los vipéridos son variadas y adaptadas a su entorno.
Muchas especies son depredadores de emboscada, utilizando su camuflaje para
acechar a sus presas y atacarlas con rapidez. Otras especies pueden ser mas
activas en la busqueda de alimento, especialmente en habitats donde las presas

son menos abundantes (Serpientes Argentinas, 2020).

La nutricion de las serpientes de la familia Viperidae se basa en la digestion y
asimilacion de los nutrientes obtenidos de sus presas. Los vipéridos poseen un
sistema digestivo altamente especializado que les permite digerir y absorber
eficientemente los nutrientes de sus presas. El proceso digestivo comienza con
la inyeccion de veneno, que no solo inmoviliza a la presa, sino que también inicia

la digestion al descomponer los tejidos (Gutiérrez et al., 2017).

El veneno de los vipéridos contiene una variedad de enzimas y toxinas que
facilitan la digestion. Las fosfolipasas A2 y las metaloproteinasas son
particularmente importantes en este proceso, ya que degradan las membranas
celulares y los componentes de la matriz extracelular, facilitando la absorcion de

nutrientes (Gutiérrez et al., 2016).
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5.5.2 Manejo y Manipulacion

Las técnicas adecuadas de manipulaciéon incluyen el uso de ganchos y pinzas
para sujetar y mover a las serpientes de manera segura. Al levantar una
serpiente, es importante apoyar su cuerpo en varios puntos para evitar estrés o
dano. Las serpientes venenosas deben ser manejadas exclusivamente por
personal capacitado y con el uso de equipos de seguridad adecuados (Girling &

Raiti, 2004).

El personal encargado del manejo de serpientes debe estar debidamente
capacitado y conocer el comportamiento y la biologia de las especies que
manejan. La capacitacion debe incluir el reconocimiento de signos de estrés y
enfermedad, técnicas de manipulacion seguras y el uso de equipos de proteccion

personal (Warwick et al., 2013).

5.5.3 Enfermedades Comunes

Las serpientes mantenidas en cautiverio son susceptibles a diversas

enfermedades infecciosas y no infecciosas. Entre las mas comunes se

encuentran:

1. Enfermedad del tracto respiratorio superior (URTD): Causada

principalmente por bacterias como Pseudomonas spp., Aeromonas spp. Y
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Mycoplasma spp. Se caracteriza por secreciones nasales, estomatitis y
neumonia (Schumacher, 2006).

2. Estomatitis infecciosa (enfermedad de la boca podrida): Infeccidon
bacteriana de la cavidad oral, comunmente por Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp. Y Proteus spp. Puede progresar a septicemia si no se
trata (Tetzlaff et al., 2015).

3. Enfermedad fangica de las serpientes (SFD): Causada por el hongo
Ophidiomyces ophiodiicola. Produce lesiones cutaneas y puede ser fatal
en casos severos (Lorch et al., 2016).

4. Parasitosis: Infestaciones por nematodos, cestodos y protozoos son
comunes. Los géneros mas frecuentes incluyen Cryptosporidium,
Entamoeba y Ophidascaris (Paré, 2008).

5. Enfermedad de los cuerpos de Inclusion (IBD): Enfermedad viral cronica y
progresiva que afecta principalmente a boas y pitones. Causa trastornos

neuroldgicos y digestivos (Stenglein et al., 2017).

Es importante destacar que muchas de estas condiciones estan
interrelacionadas y pueden presentarse de forma concomitante. EI manejo
adecuado del ambiente, la nutricion y la higiene son fundamentales para prevenir
estas enfermedades en serpientes cautivas. Estrategias clave incluyen la
cuarentena de nuevos ejemplares y el manejo apropiado para prevenir la

introduccion y propagacion de enfermedades (Tully et al., 2018).
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6. CAPITULO II: Metodologia

6.1 Tipo de Estudio

Este estudio se clasifica como descriptivo-exploratorio de corte transversal. Es
descriptivo porque caracteriza detalladamente la microbiota oral de diferentes
especies de serpientes venenosas, identificando y cuantificando las especies
bacterianas presentes. Tiene elementos exploratorios al utilizar técnicas de
secuenciacion de nueva generacion para investigar la diversidad microbiana
total, incluyendo bacterias no cultivables, en un area relativamente poco
estudiada. Se considera de corte transversal ya que las muestras se recolectaron
en un uUnico momento temporal, proporcionando una ‘instantanea” de la
composiciéon microbiana en un punto especifico del tiempo, sin seguimiento

longitudinal de las serpientes o de las comunidades bacterianas.

6.2 Universo y muestras de estudio

Se recolectaron, un total de 48 muestras provenientes de ejemplares adultos de
serpientes de la familia Viperidae, especificamente de las especies Bothrops
asper, Bothriechis nigroviridis, Cerrophidion sasai, y Porthidium lansbergii. Estos
especimenes se mantenian en cautiverio en el serpentario del Centro de
Investigacion e Informacion de Medicamentos y Toxicos (CIIMET), sede de
Panama, Campus Octavio Méndez Pereira, y sede de Santiago de Veraguas. La

distribucion especifica de las muestras fue la siguiente (Tablas 1y 2):
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Individuo Especimenes muestreados
Porthidium lansbergii 21
Bothriechis nigroviridis 8
Cerrophidion sasai 15
Bothrops asper 4
Total de especimenes 48

Tabla 1: Numero de especimenes muestreados para cada especie de serpiente

estudiada. Se incluyeron un total de 48 especimenes.

Cléd.ig_o del Tipo de Espécimen FEEE de fameE ol Ubicapipn e Observaciones
ndividuo muestra espécimen

2023-Ba05 Bothrops asper 04/02/2023 Santiago Adulto
2023-Ba06 Bothrops asper 06/07/2023 Santiago Adulto
2023-Ba07 Bothrops asper 06/07/2023 Santiago Adulto
2023-Ba08 Bothrops asper 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-Bn05 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn07 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn08 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn10 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn11 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn12 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bn13 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Bni14 Bothriechis nigroviridis 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Cr14 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr16 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr18 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr20 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr21 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr22 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr23 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr24 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr26 Cerrophidion sasai 03/09/2023 Panama Adulto
2023-Cr27 Cerrophidion sasai 03/09/2023 Panama Adulto
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2023-Cr28 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Cr29 Cerrophidion sasai 03/09/2023 Panama Adulto
2023-Cr30 Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
2023-Pl06 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI07 Porthidium lansbergii 04/02/2023 Santiago Adulto
2023-PI11 Porthidium lansbergii 04/02/2023 Santiago Adulto
2023-PI13 Porthidium lansbergii 04/02/2023 Santiago Adulto
2023-PI17 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI18 Porthidium lansbergii 04/02/2023 Santiago Adulto
2023-PI18 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI19 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI125 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI27 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI28 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI129 Porthidium lansbergii 06/10/2023 Santiago Adulto
2023-PI30 Porthidium lansbergii 14/04/2023 Santiago Adulto
2023-PI143 Porthidium lansbergii 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Pl44 Porthidium lansbergii 23/02/2023 Panama Adulto
2023-Pl46 Porthidium lansbergii 23/02/2023 Panama Adulto
2023-PI109 Porthidium lansbergii 04/02/2023 Santiago Adulto
Pool Veneno PLVAL | Porthidium lansbergii 06/10/2023 Santiago Adulto
Pool Veneno PLVJ2 | Porthidium lansbergii 06/10/2023 Santiago Juvenil
Pool Veneno PLVA3 | Porthidium lansbergii 07/10/2023 Santiago Adulto
Pool Veneno PLVJ4 | Porthidium lansbergii 07/10/2023 Santiago Juvenil
Pool Veneno CSVA Cerrophidion sasai 03/08/2023 Panama Adulto
Pool Veneno CSVJ Cerrophidion sasai 03/09/2023 Panama Juvenil

Tabla 2: Especimenes muestreados en el estudio, organizados por codigo de

identificacion, especie, fecha, ubicacion y observaciones.

Esta seleccion de especies y numero de individuos se basoé en la disponibilidad

en los serpentarios, y en la importancia médica de estas especies en la region.
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6.3 Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion de los especimenes fueron los siguientes:

Criterios de inclusion:

Serpientes que mostraban un buen estado fisico y de salud general.
Especimenes libres de infecciones bacterianas y fangicas visibles.
Serpientes alimentadas en un periodo minimo de 72 horas previas a su
manipulacion para evitar regurgitaciones.

Tamafo adecuado para ser manipuladas e hisopadas de forma segura.
Sin signos de muda inminente.

Hidratacion adecuada.

Criterios de exclusion:

Serpientes gestantes o en periodo de reproduccion.

Especimenes con lesiones, heridas o cicatrices visibles.

Individuos que mostraran signos de estrés o comportamiento defensivo
excesivo.

Ejemplares recién adquiridos o cumpliendo un periodo de cuarentena.

Serpientes en tratamientos médicos o con alguna condicidén especial.

Estos criterios se establecieron para garantizar el bienestar de los animales y la

calidad de las muestras obtenidas, siguiendo las recomendaciones de manejo de

reptiles en cautiverio.
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6.4 Procedimiento de Toma de Muestras

6.4.1 Manipulacién de las Serpientes

La manipulacion de las serpientes fue realizada exclusivamente por el personal
del CIIMET, quienes estan altamente capacitados en el manejo de serpientes
venenosas Yy técnicas herpetologicas. Las serpientes fueron sujetadas detras de
la cabeza para permitir un control seguro de la boca y los colmillos, mientras que
el resto del cuerpo fue soportado adecuadamente. Esta sujecion precisa permitio
un acceso seguro a la cavidad oral, mientras se proporcionaba un soporte
adecuado al resto del cuerpo del animal, garantizando asi la integridad fisica y

segura reduciendo el estrés potencial.

Para la colecta de muestras en adultos de las serpientes P. lansbergii, B.
Nigroviridis y C. sasai se excluy6 el uso de agentes sedantes. Esta decision se
basé en la consideracion de los tamafios reducidos de dichas especies, lo que
permiti6 un manejo mas directo, seguro y menos invasivo. El uso de agentes
sedantes, como el COz2, puede inducir estrés adicional en las serpientes, lo cual
es contraproducente para su bienestar. Ademas, la sedacion puede llevar a
complicaciones respiratorias y cardiovasculares, especialmente en especies

pequefias que son mas sensibles a los cambios fisioldgicos.

La sujecion manual permitié un procedimiento mas rapido y eficiente, reduciendo

el tiempo que las serpientes estuvieron fuera de sus recintos y expuestas a
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manipulacion. Esto no solo mejoro la seguridad del personal y de las serpientes,
sino que también optimiz6 el proceso de toma de muestras, asegurando que se

realice de manera efectiva y con el menor impacto posible en los animales.

Para la toma de muestras de B. asper, se implemento un protocolo de sedacion
utilizando CO:2 debido al gran tamafio de los especimenes. Este procedimiento se
llevd a cabo en un recipiente de contencion disefiado especificamente para
serpientes de tamafio especificos, equipado con un sistema de suministro de
CO:s2. Los ejemplares fueron introducidos de manera individual en las camaras de
contencion previamente cargadas con COz2, por un tiempo aproximado de 10-15
minutos, el cual actu6 como un agente aletargador. Esta técnica se emple6 con
el propésito de reducir la capacidad de reaccion del animal, minimizando asi el
riesgo de lesiones tanto para el espécimen como para el personal encargado de
la  manipulacién.  Adicionalmente, este método permiti6  disminuir
significativamente el nivel de estrés que los ejemplares podrian experimentar
durante el proceso de toma de muestras, garantizando de esta manera el

bienestar animal y la seguridad del equipo de investigacion.

6.4.2 Toma de Muestras de la Cavidad Oral

Una vez que la serpiente estuvo inmovilizada de manera segura por el personal
del CIIMET, se procedio a tomar las muestras de la cavidad oral utilizando
hisopos estériles. Los hisopos de nylon fueron introducidos y frotados

suavemente en el fondo de saco del colmillo y la cavidad oral de la serpiente
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para recolectar la muestra del fondo de saco mucoso y colmillos de los

especimenes (Figura 11).

Figura 11: Toma de muestra del fondo de saco mucoso y colmillos.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Los hisopos con las muestras recolectadas fueron depositados inmediatamente

en medios de transporte Amies liquido Eswab® debidamente rotulados.

6.4.3 Ordefio y manejo del veneno

Este procedimiento es el mas delicado, donde se puede comprometer la salud e

integridad fisica del personal que lo realiza y de las serpientes destinadas para

dicho proceso.
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Este procedimiento se inici6 desde dos dias antes. En horas de la mafana del
primer dia, se redujo de 1°C a 2°C la temperatura general de la sala que alberga
los especimenes a los que se les extrajo el veneno. El segundo dia se repitio
este proceso, con el fin de aletargar a los animales, para reducirles el estrés de
los procesos y preparativos que ocurrian dentro del serpentario. En la mesa

principal de extraccion de veneno, se dispusieron los siguientes elementos:

e Vasos quimicos estériles ya rotulados e identificados para el propésito que
se les asigno (contener veneno y yodo al 2%)

e Vasos quimicos recubiertos de Parafilm previamente esterilizado para
simular una membrana.

e Hisopos estériles

e Gasas estériles

o Papel toalla estériles

e Nevera con hielo

e Pinzas estériles

e Soportes de vasos quimicos universal

e Povidona (yodo) al 0.2%

6.4.3.1 Extraccion de veneno

El operario principal se destind a sacar los individuos de sus contenedores
individuales y procedido a inmovilizar al animal sujetandolo por la cabeza,

controlando su  movimiento. El segundo operario inmovilizo al animal
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sujetandolo firmemente por el centro de su cuerpo, impidiendo asi cualquier
movimiento brusco. A continuacién, procedio a abrir cuidadosamente la boca del
ejemplar. Con una pinza previamente esterilizada, se retir6 con precision la
membrana protectora que cubria los colmillos. Los colmillos se introdujeron
dentro del recipiente de contencidon del veneno (previamente colocado en hielo
para garantizar la cadena de frio), que contenia una membrana de origen

plastico (Parafilm) que estimul6 la salida del veneno (Figura 12).

Figura 12: Procedimiento para la extraccion de veneno mediante la técnica de
ordefio.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Al retirar los colmillos del recipiente, se reacomodé la membrana y se utilizé una

solucién antiséptica, (yodo diluido al 0.2%), para evitar que alguna lesiéon se
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infectara y comprometiera la salud posterior de los individuos. Al ingresar
nuevamente los ejemplares a su recinto, se asegurdé que ingresaran en optimas
condiciones y fue indispensable revisar que los colmillos de la serpiente volvieran
a estar en la posicién habitual. Un colmillo fuera de su posicion podria provocar

infecciones o laceraciones dentro de la boca de los animales.

6.4.3.2 Manejo del veneno

El veneno colectado fue introducido, al igual que las muestras de hisopado, en
medios de transporte, conservando la cadena de frio y fue trasladado de

inmediato al laboratorio para su debido procesamiento.

6.4.4 Medio de transporte de muestras

Para la recoleccién y transporte de las muestras, se utilizé el medio de transporte
Amies liquido Eswab® debido a su cumplimiento con la norma CLSI M40-A2 y
su capacidad para mantener la viabilidad de bacterias aerébicas, anaerdbicas y
fastidiosas. Este sistema de recoleccion y preservacion fue seleccionado debido
a sus multiples ventajas, como lo es la preservacion y transporte de muestras a
temperatura ambiente o refrigeradas por un periodo de hasta 48 horas,
manteniendo la viabilidad de los microorganismos. Esta caracteristica facilitd el
manejo y procesamiento de las muestras, especialmente cuando se requeria el

traslado desde sitios de recoleccion distantes hasta el laboratorio.
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Para el almacenamiento a largo plazo, después del periodo inicial de transporte,
las muestras pudieron ser preservadas a -80°C por tiempos prolongados, lo que
posibilitd la realizacion de estudios moleculares posteriores sin comprometer la

integridad de las mismas.

El volumen del medio de transporte de aproximadamente 1 mL, permitid la
suspension correcta de la muestra y posterior siembra en diversos medios de
cultivo para analisis microbiologicos, y la conservacion -80°C de una alicuota
para los ensayos moleculares subsiguientes. Esta caracteristica optimizé el uso
de la muestra, permitiendo realizar mduiltiples andlisis a partir de una Unica

recoleccion.

6.5 Identificacion de bacterias mediante Técnicas Dependientes de

Cultivo

6.5.1 Crecimiento y aislamiento de bacterias

Para el procesamiento de los hisopados de la cavidad oral y de las muestras de
veneno con el fin de identificar bacterias cultivables, se implementé el siguiente

protocolo:

Cultivos bacterianos: Cada muestra (hisopado oral y veneno), se cultivd en
Agar Sangre, Agar McConkey y Agar Chocolate como medio para bacterias

fastidiosas (Figura 13). Utilizando técnicas asépticas y en el interior de una
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camara de flujo laminar, se procedio a inocular cada muestra de la siguiente

manera.

Figura 13: Cultivo en Agar Sangre, Agar McConkey y Agar Chocolate de cada

muestra de hisopado de la cavidad oral y de veneno.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

1. Se tomdé con un hisopo parte de la muestra del medio liquido de
transporte.

2. Se inocularon las muestras mediante técnica de estriado en 3 cuadrantes
en cada uno de los platos utilizando un asa esterilizada.

3. Se etiquetd cada placa con el codigo de la muestra y la fecha del cultivo.
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6.5.1.1 Incubacion de las muestras

Los cultivos se dividieron en dos grupos para su incubacion:

Incubacion aerdbica: Los medios de cultivos aerdbicos fueron incubados a una
temperatura de 35-37°C por un periodo de tiempo de 18-24 horas. Cabe resaltar
gue bajo condiciones de aerobiosis fueron incubados solamente los platos de

Agar Sangre y Agar McConkey.

Grupo de incubacion anaerdbica: Para la incubacion de los cultivos en
condiciones anaerébicas, se utilizaron las camaras AnaeroPack 2.5L Rectangular
Jar de Mitsubishi™. Para generar y mantener las condiciones anaerdbicas dentro
de las camaras, se emplearon los sobres GENBAG ANAER de bioMérieux y los
indicadores de anaerobiosis, los cuales nos permitieron evidenciar las
condiciones de anaerobiosis. El sistema de incubacion anaerébica permitié el
crecimiento de microorganismos anaerobios estrictos y facultativos en el contexto
de esta investigacion (Figura 14). La incubacion de estos cultivos se realizé por
un periodo de 72 horas hasta 5 dias, a 35- 37°C. Bajo estas condiciones fueron

incubados los medios de agar sangre sembrados con las muestras.
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Figura 14: Sistema de incubacion anaerdébica.

Sistema compuesto por las camaras AnaeroPack 2.5L, los sobres GENBAG
ANAER, las tiras indicadoras de anaerobiosis y los platos de medio de cultivo

estriados con las muestras.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

6.5.1.2 Caracteristicas macroscépicas y microscopicas

Para la caracterizaciéon morfolégica de las colonias bacterianas obtenidas, se

implementé un protocolo sistematico de observacion y registro, tanto a nivel

macroscopico como microscopico.
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Transcurrido el tiempo de incubacion establecido, se procedio a la observacion
detallada de los cultivos. Se registr6 meticulosamente el crecimiento bacteriano
en cada plato, documentando las caracteristicas macroscopicas de las colonias

observadas. Este registro incluyé:

e Presencia o ausencia de crecimiento

e Tipos de colonias observadas (forma, elevacion, borde, tamafio, color,
textura)

« Diferencias entre los medios de cultivo utilizados

e Variaciones entre condiciones aerbbicas y anaerdbicas

Para lograr el aislamiento de las colonias bacterianas y obtener cultivos puros, se
realizaron pases sucesivos de las colonias con caracteristicas morfolégicas
distintas a nuevos medios de cultivo. Este proceso se repiti6 hasta obtener

colonias aisladas y puras.

Ademas de la caracterizacion macroscoépica, a cada colonia morfolégicamente
diferente se le realiz6 una tincibn de Gram para observar sus caracteristicas
morfolégicas y clasificacion segun Gram. Importante destacar que este paso solo
se llevd a cabo con las bacterias que crecieron en condiciones de aerobiosis, ya
que fueron las que se identificaron mediante meétodos bioquimicos

automatizados.
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6.5.2 Identificacion de aislamientos en VITEK® 2 COMPACT

Para la identificacion bacteriana se utilizé el sistema automatizado VITEK 2
COMPACT de bioMérieux. El protocolo de preparacion de las muestras y el

proceso de identificacion se llevo a cabo de la siguiente manera:

Preparacion de la suspension bacteriana: A partir de los cultivos puros
obtenidos previamente, se selecciond una colonia aislada. Utilizando un hisopo
estéril, se tomo6 una cantidad suficiente de la colonia y se suspendié en solucion
salina estéril (NaCl 0.45%). La turbidez de la suspension se ajustd hasta alcanzar
un indice de McFarland de 0.5, utilizando el equipo DensiCHEK Plus
(bioMérieux) para su verificacion. El estdndar 0.5 de McFarland corresponde
aproximadamente a una suspensiéon homogénea de 1.5 x 108 células bacterianas
por mL. Este paso es crucial para asegurar una concentracion bacteriana
estandarizada, lo que garantiza la precision y reproducibilidad de los resultados.
Se realizé un control de esterilidad de la solucidon salina, inoculando 1mL en un

medio agar sangre incubandolo a 35-37°C por 24hrs.

Identificacion y antibiograma: Para la identificacion de los aislados bacterianos
y la determinacién de su perfil de sensibilidad antimicrobiana, se utilizaron las

siguientes tarjetas del sistema VITEK 2:

1. Tarjeta VITEK 2 GN: para la identificacion de bacterias Gram-negativas.

2. Tarjeta VITEK 2 GP: para la identificacion de bacterias Gram-positivas.
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3. Tarjeta VITEK 2 AST-P663: para el antibiograma de bacterias
Grampositivas.
4. Tarjeta VITEK 2 AST-N401: para el antibiograma de bacterias

Gramnegativas.

Estas tarjetas contienen sustratos bioquimicos para la identificacion bacteriana y
diluciones de antibiéticos para determinar la concentracion inhibitoria minima

(CIM) de cada antimicrobiano probado.

Para la determinacion de la sensibilidad a antibiéticos, se utilizaron diferentes
voluimenes de la suspension bacteriana ajustada al 0.5 de McFarland,

dependiendo del tipo de bacteria (Figura 15):

145 uL Gram negativas ) ‘o

280 uL Gram positivas //\f

P
o ‘

m P
1

o Do AR

Identificacion Sensibilidad

Solucién

salina

estéril - . o .

3.0 mL solucién Salina 3.0 mL solucién Salina
0,5 de McFarland

3.0mL

Figura 15: Esquema general de la preparacion de suspensiones con las cuales
fueron inoculadas las tarjetas de identificacion y sensibilidad a antibiéticos del

VITEK. Fuente: Imagen elaborada en Biorender.
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Bacterias Gram negativas
e Se tomaron 280 uL de la suspension ajustada al 0.5 de McFarland.

e [Estos 280 uL se inocularon en 3 mL de solucion salina.

Bacterias Gram positivas
e Se tomaron 145 uL de la suspension ajustada al 0.5 de McFarland.

e Estos 145 uL se inocularon en 3 mL de solucion salina.

Figura 16: Carrusel de trabajo con las muestras para identificacion y sensibilidad
por VITEK.

Tarjetas para identificacién (carrizo azul), seguidas de tarjetas para sensibilidad a
antibidticos (carrizo gris) con las diferentes suspensiones bacterianas ajustadas

al 0.5 en el indice de McFarland, listas para ser montadas en el equipo.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.
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La suspension bacteriana preparada se inoculd en las tarjetas correspondientes
segun la tincibn de Gram previamente realizada (Figura 16). Las tarjetas
inoculadas se introdujeron en el equipo VITEK 2 COMPACT, donde se incubaron
por un espacio de aproximadamente 18 horas y se realizaron las lecturas
automaticas. El sistema VITEK 2 COMPACT utiliza métodos automatizados de
alta sensibilidad y especificidad para la identificacion de microorganismos y la
determinaciéon de su perfil de sensibilidad antimicrobiana. Los resultados de
identificacion se basan en una serie de pruebas bioquimicas y enziméaticas

(Figura 17), mientras que los antibiogramas se realizan siguiendo las normas del

CLSI.

Informacion de identificacion Tiempo de analisis: 4,73 horas Estado: Final
Organismo seleccionado 95% Probabilidad Serratia fonticola

Bionimero: 2107110301542011
Mensajes de analisis de 1D
Detalles bioquimicos
2 APPA - 3 ADO + |4 PyrA - 5 IARL + |7 dCEL - 9 BGAL
10 |H2S - 11 BNAG - 12 |AGLTp |- 13 |[dGLU + 14 |GGT + 15 |OFF
17 |BGLU + 18 |dMAL - 19 |dMAN - 20 |dMNE + 21 BXYL - 22 |BAlap
23 |ProA - 26 |LIP - 27 |PLE - 29 |TyrA + 31 URE + 32 |dSOR
33 SAC - 34  |dTAG - 35 |dTRE - 36 |CIT + 37 |MNT - 39 |5KG
40 |ILATk |+ [41 |AGLU |- 42 |SUCT + |43 |NAGA |- 44 |AGAL |- 45 |PHOS
46 |GlyA - 47 |ODC + |48 |LDC - 53 |IHISa - 56  |CMT - 57 |BGUR
58 |OI129R |+ 59 |GGAA - 61 IMLTa - 62 |ELLM + 64 |ILATa

Figura 17: Tabla de resultados generada por el sistema VITEK 2 COMPACT.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

El software del equipo presenta la identificacion bioquimica de bacterias en base
a diferentes pruebas bioquimicas que son reportadas con resultados positivos y

negativos.
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6.6 Identificacion de bacterias mediante técnicas independientes de Cultivo

(Técnicas Moleculares)

6.6.1 Extraccién de ADN gendmico de las muestras orales colectadas

Para la extraccion del ADN gendmico (ADNg) se utilizé el kit ZymoBIOMICS DNA
Miniprep Kit de la casa comercial Zymo Research, disefiado especificamente
para la purificacion de ADN microbiano a partir de diversos tipos de muestras.
Las muestras de hisopados orales y de veneno, previamente recolectadas en
medio de transporte Amies liquido ESwab® y almacenadas a -80°C, fueron

descongeladas y homogeneizadas antes de iniciar el proceso de extraccion.

El protocolo de extraccion se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante. El sistema de lisis ZymoBIOMICS empleado en este kit elimind el
sesgo asociado con las diferentes eficiencias de lisis de distintos organismos,

como bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, hongos, protozoos y algas.

La lisis mecanica uniforme de todos los microorganismos se logr6 mediante
agitacion con perlas (bead beating) utilizando las Bashing Beads de ultra alta
densidad. El kit también incorporo la tecnologia OneStep de eliminacion de
inhibidores de PCR, lo que permitié la amplificacion por PCR del ADN derivado

de muestras ambientales ricas en inhibidores.
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La calidad y concentracion del ADN gendmico extraido se verifico utilizando el
espectrofotometro NanoDrop (espectrofotometro UV Visible BioSpec Nano
SHIMADZU). Este equipo permitio estimar la pureza del ADN mediante la
medicion de las absorbancias a 260 y 280 nm, asi como determinar su

concentracion.

6.6.2 Preparacion de Bibliotecas

6.6.2.1 Amplificacién del gen 16S V3-V4 rRNA

Para la amplificacion del gen 16S rRNA, se siguio el protocolo de preparacion de
biblioteca de amplicones de Illlumina desglosada en el protocolo "16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation” (Figura 18). Se seleccionaron
especificamente para fines de este trabajo de investigacion las regiones V3 'y V4
del gen, las cuales generan un amplicon de aproximadamente 460 pb. Los
cebadores fueron sintetizados por la empresa Integrated DNA Technologies
(IDT). Estas regiones fueron elegidas por su capacidad para la clasificacion
taxondmica de microorganismos y por contar con una extensa base de datos de

referencia que facilita la identificacion precisa de taxones bacterianos.
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PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Forward primer overhang adapter:

B-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-Y _ _
Region of interest-specific primer

LY Reverse primer overhang adapter:

5-GTCTCATEGGCTCGRAGATGTGTATAAGAGACAG-3

S =

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera” XT Index Kit

Region of interest-specific primer

AN

Index 2

Inclex 1
“ P7

Mormalize and pool libraries

Sequence

Figura 18: Flujo de trabajo del amplicon 16S del rRNA regiones V3y V4.

Los cebadores forward y reverse definidos por el usuario, que son
complementarios a las regiones upstream y downstream de la regién de interés,
se disefian con adaptadores de sobresaliente y se utilizan para amplificar moldes
a partir del ADN gendmico. Posteriormente, se realizé un paso de amplificacion
de ciclo limitado para afadir indices de multiplexacibn y adaptadores de
secuenciacion de lllumina. Las bibliotecas se normalizaron y se agruparon, y

luego se secuenciaron en el sistema MiSeq.

Fuente: llumina, 2013.
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Se emplearon los siguientes cebadores con secuencias adaptadoras de Illlumina:

Cebador Forward (16S):
5-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN

GGC WGC AG-3

Cebador Reverse (16S):
5-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV

GGG TAT CTAATC C-3

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25 uL, utilizando el

termociclador Veriti Dx de Applied Biosystems. La mezcla de reaccion contenia:

e 17.5pL de H20

e 2.5 L de 10X tampon de PCR

« 0.9 L de MgSO4 50 mM

e 0.5 puL de dNTPs 10 mM

e 0.5 pL de cada cebador (Forward y Reverse)
e 0.1 pL de Platinum Taq HiFi (5U/uL)

e 2.5 L de cDNA
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El programa de amplificacion se muestra en la siguiente tabla 3:

PROGRAMA: PCR 16s V3-V4
94°C 2 minutos
94°C 20 segundos
25 55°C 30 segundos
72°C 1 minutos 30 segundos
72°C 6 minutos
4°C HOLD

Tabla 3 Programa de Amplificacion de la region V3 y V4 del gen 16S del rRNA.

Los productos de la PCR fueron evaluados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% utilizando buffer TBE 1X, sometidos a un voltaje de 75 V. Para
confirmar el tamafio del fragmento amplificado, se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 100 pb (Promega) cargado al inicio del gel. Las muestras fueron
mezcladas con Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega) y la visualizaciéon de las
bandas se realiz6 mediante tincién con GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000X

(Biotium), seguido de su observacion en el transiluminador BioRad.

6.6.2.2 Limpieza de Productos de la PCR

Como parte de nuestro protocolo, se realiz6 un paso de limpieza de PCR para
purificar los amplicones, y eliminar componentes no deseados de la reaccion. El
propoésito de este paso fue el de eliminar cebadores no incorporados y dNTPs
sobrantes de la reaccion de PCR, eliminar enzimas y componentes del tampon

gue podrian interferir en pasos posteriores.
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Para la purificacion de los amplicones de las regiones V3 y V4 del gen 16S rRNA
se utilizaron perlas magnéticas AMPure XP. Se centrifug6 la placa de PCR
resultante de la amplificacion a 1,000 x g durante 1 minuto para colectar la
condensacion. Se agregaron 20 uL de perlas AMPure XP a cada pocillo de la
placa de PCR, mezclando suavemente mediante pipeteo. La mezcla se incubo a

temperatura ambiente durante 5 minutos sin agitacion.

Posteriormente, se coloco la placa en un soporte magnético durante 2 minutos
hasta que el sobrenadante se aclar6. Se removié y descartd el sobrenadante
manteniendo la placa en el soporte magnético. Se realizaron dos lavados con
etanol al 80% recién preparado, agregando 200 uL a cada pocillo e incubando
durante 30 segundos en el soporte magnético antes de remover el sobrenadante.
Después del segundo lavado, se elimind el exceso de etanol con puntas finas.
Las perlas se secaron al aire durante 10 minutos en el soporte magnético. Se re
suspendieron en 525 uyL de Tris 10 mM pH 8.5 mediante pipeteo suave.
Después de una incubacién de 2 minutos a temperatura ambiente, la placa se
colocé nuevamente en el soporte magnético durante 2 minutos. Finalmente, se
transfirieron cuidadosamente 50 uL del sobrenadante a una nueva placa de PCR,

evitando la contaminacion cruzada entre muestras.

6.6.2.3 PCR de Indexacidn

Para la preparacion de la biblioteca de secuenciacion, se realiz6 una PCR de

indexacion utilizando el kit Nextera XT Index. Se transfirieron 2.5 yL del producto
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de PCR purificado a una nueva placa de 96 pocillos. Los indices se organizaron
utilizando el TruSeq Index Plate Fixture, colocando los primers Index 2 (tapas
blancas) verticalmente en las filas A-H, y los primers Index 1 (tapas naranjas)
horizontalmente en las columnas 1-12 (Figura 19). La reaccion de PCR se realizo
en un volumen final de 25 L, utilizando el termociclador Veriti Dx de Applied

Biosystems.

La reaccion de PCR se prepar6 en un volumen final de 50 pyL conteniendo:
e 12.5 pL de ADN purificado
« 2.5 L de Cebador index 1 (N7xx)
« 2.5 L de Cebador index 2 (S5xx)

e 7.5 L de Nextera PCR Mix (NPM)

La amplificacién se realiz6 utilizando el siguiente programa:

PROGRAMA: Nextera XT Index
72°C 3 minutos
95°C 30 segundos

12 95°C 10 segundos
55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C HOLD

Tabla 4 Programa de Amplificacion utilizado para la indexacion utilizando el kit

Nextera XT Index.
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Figura 19: TruSeq Index Plate Fixture.

A) Cebadores index 2 (tapas blancos - S5xx), B) Cebadores index 1 (tapas

naranjas - N7xx) y C) Placa de 96 pocillos.

Los cebadores index fueron anexados a cada muestra para generar codigos de

identificacion Unicos para cada una de las muestras como se muestra en las

siguientes tablas 5 y 6:

A B C D E F
1 N707 N710 N711 N712 N714 N715
S502 S502 S502 S502 S502 S502
5 N707 N710 N711 N712 N714 N715
S503 S503 S503 S503 S503 S503
3 N707 N710 N711 N712 N714 N715
S505 S505 S505 S505 S505 S505
4 N707 N710 N711 N712 N714 N715
S506 S506 S506 S506 S506 S506
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N707 N710 N711 N712 N714 N715
S507 S507 S507 S507 S507 S507
N707 N710 N711 N712 N714 N715
S508 S508 S508 S508 S508 S508
N707 N710 N711 N712 N714 N715
S510 S510 S510 S510 S510 S510
N707 N710 N711 N712 N714 N715
S511 S511 S511 S511 S511 S511
Tabla 5 Esquema de indexacién de muestras.
Muestra Cebador index 1 | Cebador index 2
Pl06 N707 S502
PIO7 N707 S503
PI09 N707 S505
Pl11 N707 S506
PI13 N707 S507
PI15 N707 S508
PI17 N707 S510
PI18 N707 S511
PI19 N710 S502
PI25 N710 S503
PI27 N710 S505
P128 N710 S506
PI29 N710 S507
PI30 N710 S508
Pl43 N710 S510
Pl44 N710 SH11
Pl46 N711 S502
Bn05 N711 S503
Bn07 N711 S505
Bn08 N711 S506
Bnl0 N711 S507
Bnll N711 S508
Bnl2 N711 S510
Bnl3 N711 S511
Bnl4 N712 S502
PLVAl1 N712 S503
PLVJ2 N712 S505
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PLVA3 N712 S506
PLVJ4 N712 S507
Csl4 N712 S508
Csl6 N712 S510
Csi8 N712 S511
Cs20 N714 S502
Cs21 N714 S503
Cs22 N714 S505
Cs23 N714 S506
Cs24 N714 S507
Cs26 N714 S508
Cs27 N714 S510
Cs28 N714 S511
Cs29 N715 S502
Cs30 N715 S503
CSVA N715 S505
CSVJ N715 S506
Ba05 N715 S507
Ba06 N715 S508
Ba07 N715 S510
Ba08 N715 S511

Tabla 6 Esquema de indexacion del cebador 1 y cebador 2 para cada muestra.

6.6.3 Cuantificacion, Normalizacién y Agrupacioén de Bibliotecas

6.6.3.1 Normalizacién y Purificacion

Para la normalizacion y purificaciéon de los productos de PCR utilizamos el kit

Just-a-Plate™ 96 PCR Normalization and Purification, basado en la tecnologia

de union reversible a superficie sélida (SSRB). Este sistema emplea placas de 96

pocillos cuya superficie estd recubierta con turbo-binders que actian como

captadores selectivos de acidos nucleicos (Figura 20).
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Figura 20: Kit Just-a-Plate™ 96 PCR Normalization and Purification con los
productos de la PCR de Indexacion durante el proceso de lavado y

normalizacion.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Los productos de PCR se unieron especificamente a los turbo-binders en el
buffer de extraccidén, mientras que los primers, nucle6tidos y otros contaminantes
permanecieron en solucién. Después de lavar la placa con buffer de lavado para
eliminar el material no unido, se realizdé la elusion los productos de PCR
purificados con tampo6n Tris 10 mM. Este proceso permitié obtener productos
normalizados con una cantidad aproximada de 25ng por pocillo, eliminando la
necesidad de pasos manuales de normalizacion como la determinaciéon de

concentracion de ADN vy dilucion de muestras.
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El sistema proporciond un rendimiento consistente entre pocillos y una alta
calidad de ADN sin contaminacion, generando productos listos para su uso en
las reacciones de secuenciacion subsiguientes que requerian normalizacion de

amplicones.

Para la cuantificacién de las bibliotecas de ADN se utilizé el fluorbmetro Qubit de
Life Technologies. Este método fluoro métrico emplea colorantes selectivos que
se unen especificamente al ADN de doble cadena, lo que permite una

cuantificacion precisa incluso en presencia de contaminantes comunes.

Las muestras fueron preparadas siguiendo el protocolo del fabricante, utilizando
2 uL de cada biblioteca y 198 uL de la soluciéon de trabajo Qubit dsDNA HS (High
Sensitivity) en tubos estériles especificos para Qubit. La solucion de trabajo se
preparé diluyendo el reactivo Qubit dsDNA HS en el tampdn de dilucién en una

proporcién 1:200.

Después de la preparacion, los tubos se agitaron en vortex durante 2-3 segundos
y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos. La concentracion de
ADN se midi6 en el fluorometro Qubit, previamente calibrado con los estandares
proporcionados en el kit (Figura 21). Los resultados se obtuvieron en ng/uL y
posteriormente se utilizaron para los calculos de dilucion necesarios para la

preparacion de la biblioteca de secuenciacion.
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Figura 21: Cuantificacion de la concentracion de ADN de doble cadena en el

fluorémetro Qubit de invitrogen.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

6.6.3.2 Agrupacion de Bibliotecas y Limpieza para Secuenciacion

Se unificaron las 48 muestras ya normalizadas en un Unico pool en un tubo

Eppendorf de 1.5mL. Se tomaron 5 yL de ADN de cada biblioteca y se mezclaron

para agrupar las bibliotecas con sus index Unicos (Figura 22).
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Figura 22: Pool de bibliotecas de ADN.

El contenido del tubo representa la mezcla de 5 yL de ADN proveniente de cada
una de las 48 bibliotecas individuales, cada una con su indice Unico. Este pool
combina todas las bibliotecas en una sola muestra, preparada para los siguientes

pasos del proceso de secuenciacion.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Se realiz6 un paso de limpieza final para purificar el pool de amplicones y
eliminar componentes no deseados de la reaccién. Este proceso fue crucial para
eliminar cebadores no incorporados, dNTPs sobrantes, enzimas y otros
componentes del tampdn que podrian interferir en los pasos posteriores de

secuenciacion.
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Al pool, se agregaron perlas AMPure XP en una proporcion 1.12X (56 uL de
perlas por cada 50 uL de muestra), mezclando suavemente mediante pipeteo. La
mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos sin agitacion. El
tubo se colocd en un soporte magnético durante 2 minutos hasta que el
sobrenadante se aclard. Se removio y descartd el sobrenadante manteniendo el
tubo en el soporte magnético. Se realizaron dos lavados con 200 pL de etanol al
80% recién preparado, incubando durante 30 segundos antes de remover el

sobrenadante.

Después del segundo lavado, se eliminé cuidadosamente el exceso de etanol
con puntas finas. Las perlas se secaron al aire durante 10 minutos en el soporte
magnético. Posteriormente, se re suspendieron en 50uL tampdén de Re
suspension RSB mediante pipeteo suave, se volvio a colocar el tubo en el
soporte magnético y se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio para la

cuantificacion y dilucién final.

Se diluy6 la biblioteca final concentrada utilizando tampén de Re suspension

(RSB) hasta alcanzar una concentracién de 4 nM.

6.6.4 Desnaturalizacion de las bibliotecas

La desnaturalizacion del ADN se realizo mezclando 5 uL de la libreria agrupada a
4 nM con 5 pL de NaOH 0,2 N recién diluido en un tubo de microcentrifuga. Esta

mezcla se agitd brevemente en vortex, se centrifugé a 280 x g a 20°C durante 1

Péagina 114 de 213



minuto y se incubé a temperatura ambiente por 5 minutos para separar las
hebras de ADN. Posteriormente, se afadieron 990 pyL de HT1 pre-enfriado,
resultando en una libreria desnaturalizada de 20 pM en NaOH 1 mM, que se

mantuvo en hielo hasta su dilucién final.

6.6.5 Secuenciacion Masiva

Para la secuenciacion se utilizé la plataforma MiSeq de Illumina, en donde se
procedio a la carga de la biblioteca siguiendo un protocolo riguroso. La biblioteca
desnaturalizada se diluy6é adicionalmente a la concentracion de carga deseada,
tipicamente entre 2 pM y 10 pM, utilizando HT1 pre-enfriado. Paralelamente, se
preparé el control PhiX, que se desnaturalizé y diluyé de manera similar a la
biblioteca principal. La biblioteca de amplicones y el control PhiX
desnaturalizados se combinaron, con un minimo recomendado de 5% de PhiX
para bibliotecas de baja diversidad. PhiX es una biblioteca de control derivada
del genoma del bacteriéfago ®X174, utilizada en secuenciacién lllumina. Sirve
como control de calidad para la generacidon de clusters, secuenciacion y
alineacion, y como control de calibracion para la generacion de matrices de

interferencia (Galanti et al., 2021).

Esta mezcla se incubé a 96°C durante 2 minutos, seguido de una incubacion

inmediata en un bafio de hielo-agua durante 5 minutos. Este paso de

desnaturalizacion por calor se realizé justo antes de cargar la biblioteca en el
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cartucho de reactivos MiSeq v3 para garantizar una carga eficiente de la plantilla

en la celda de flujo del MiSeq.

Es importante destacar que la corrida alcanzo6 un puntaje de calidad minima Q30.
El puntaje Q30 indica que la probabilidad de que una base sea llamada
incorrectamente es de 1 en 1,000, lo que corresponde a una precision de lectura
del 99.9%. Este alto puntaje de calidad es crucial para garantizar la fiabilidad de
los datos de secuenciacidn generados, permitiendo analisis posteriores mas

precisos y confiables.

6.6.6 Analisis Bioinformaticos

El analisis bioinformatico de los datos de secuenciacién del gen 16S rRNA se
realizo utilizando el pipeline DADA2 en R. El pipeline es un flujo de trabajo
automatizado que consiste en una serie de pasos secuenciales para procesar y
analizar datos bioldgicos, especialmente datos gendmicos o de secuenciacion. El
proceso comenzo6 con la inspeccion de la calidad de las lecturas mediante la

funcién plotQualityProfile.

Posteriormente, se procedié a la remocion de los cebadores y el filtrado de
calidad utilizando Cutadapt una herramienta para eliminar secuencias
adaptadoras de los datos de secuenciacion de ADN. Cutadapt permite la
eliminacion de multiples adaptadores tanto de los extremos 3' como 5'. Se

eliminaron los primers forward (CCTACGGGNGGCWGCAG) y reverse
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(GACTACHVGGGTATCTAATCC), estableciendo una longitud minima de 1 pb
después del recorte. Un filtrado adicional se realizé con la funcion filterAndTrim
de DADAZ2, truncando las lecturas a 230 pb (forward) y 220 pb (reverse),
estableciendo maxN=0 (sin bases ambiguas permitidas), maxEE=2 (maximo de 2
errores esperados), truncQ=2 (truncamiento en Q<2) y eliminando las secuencias

de PhiX.

La inferencia de variantes de secuencia de amplicones (ASVs) se llevo a cabo
mediante una serie de pasos. Primero, se aprendié el modelo de error para las
lecturas forward y reverse utilizando la funcion learnErrors. Luego, se procedié a
la dereplicacion de secuencias con derepFastg. La inferencia de ASVs se realizo
con el algoritmo DADA2 (funcion dada) de forma independiente para las lecturas
R1 y R2. Las lecturas paired-end se fusionaron utilizando mergePairs y se
construyd la tabla de ASVs con makeSequenceTable. Finalmente, se removieron

las quimeras utilizando removeBimeraDenovo con el método "consensus".

Los resultados clave del analisis incluyeron la obtencion inicial de 51,141 ASVs,
de los cuales 2,237 (4.4% del total) permanecieron después de la remocién de
qguimeras. Es importante destacar que el 86.8% de las lecturas se retuvieron
después de este proceso. Se realizd un seguimiento detallado del nimero de
lecturas en cada paso del andlisis, lo que permitié evaluar la pérdida de datos en
cada etapa del procesamiento. Por ejemplo, para la muestra Ba05_R1.fastq.gz,

se parti6 de 165,184 lecturas iniciales, se filtraron a 145,836, se denoised a
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145,586 (forward) y 145,574 (reverse), se fusionaron 144,804 y finalmente

guedaron 110,817 después de la remocion de quimeras.

6.6.7 Analisis Estadisticos

Para el andlisis estadistico de la diversidad alfa, se emple6é un enfoque integral
utilizando la funcion "richness" para calcular diversos indices de diversidad en los
datos de la comunidad microbiana. Estos indices incluyeron Observed, Chaol,
ACE, Richness, Fisher, Simpson, Shannon, Evenness e InvSimpson,
proporcionando una vision completa de la diversidad dentro de cada muestra o
ecosistema. Para comparar la diversidad entre grupos, se utilizé la funcion
"plotalpha”, que realiza pruebas de Wilcoxon. ElI umbral de significancia se
estableci6 en p<0.05. Los resultados se visualizaron mediante graficos
generados con ggplot2. Esta metodologia permitié una evaluacién robusta de las
diferencias en la diversidad alfa entre los grupos de muestras, proporcionando
una base sdlida para la interpretacion de los patrones de diversidad microbiana

en el contexto de la investigacion.

6.6.8 Aval Bioético

El presente proyecto de tesis fue sometido a evaluacion y revision por el Comité

de Etica de la Investigacion y el Bienestar de los Animales de la Universidad de

Panama (CEIBA). Tras un minucioso analisis, el comité otorgd su aprobacion,
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concediendo el aval bioético necesario para la ejecucion del proyecto (CEIBA-

UP-032-2024).
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7. CAPITULO lIl; Resultados

7.1 Identificacion de bacterias mediante técnicas Dependientes de Cultivo

El andlisis microbiolégico de las muestras orales y de veneno de las serpientes
estudiadas reveld una diversidad de bacterias cultivables, aunque es importante
destacar que no se obtuvo crecimiento bacteriano en todas las muestras

recolectadas.

En las muestras que si presentaron crecimiento, se logro aislar e identificar un
total de 41 cepas bacterianas pertenecientes a 12 géneros diferentes (Tabla 7).
Sin embargo, es crucial sefialar que no fue posible realizar la identificacion
bioquimica de todas las colonias observadas y estas aparecen como "No
identificado". Algunas colonias, a pesar de ser visibles en los medios de cultivo,
no mostraron caracteristicas metabdlicas adecuadas para su identificacion

mediante los sistemas bioquimicos automatizados como el VITEK.

(f,?gi'\?i?jgsl Tipo de Espécimen Ubicacion Resultado
2023-Ba05 Bothrops asper Santiago Morganella morganii
2023-Ba05 Bothrops asper Santiago Proteus vulgaris
2023-Ba08 Bothrops asper Santiago Enterobacter cloacae
2023-Ba06 Bothrops asper Santiago Burkholderia mallei
2023-Ba07 Bothrops asper Santiago Morganella morganii
2023-Bn05 Bothriechis nigroviridis Panama Morganella morganii
2023-Bn10 Bothriechis nigroviridis Panama Serratia fonticola
2023-Bn11 Bothriechis nigroviridis Panama No identificado
2023-Bn12 Bothriechis nigroviridis Panama Serratia fonticola
2023-Bn08 Bothriechis nigroviridis Panama Morganella morganii
2023-Bnl14 Bothriechis nigroviridis Panama Providencia rettgeri
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2023-Bn13 Bothriechis nigroviridis Panama Providencia rettgeri
2023-Bn07 Bothriechis nigroviridis Panama Morganella morganii
2023-Cr14 Cerrophidion sasai Panama Morganella morganii
2023-Cr16 Cerrophidion sasai Panama Sphingomonas paucimobilis
2023-Cr18 Cerrophidion sasai Panama No identificado
2023-Cr20 Cerrophidion sasai Panama No identificado
2023-Cr21 Cerrophidion sasai Panama Morganella morganii
2023-Cr22 Cerrophidion sasai Panama Pseudomonas luteola
2023-Cr23 Cerrophidion sasai Panama Burkholderia cepacia
2023-Cr24 Cerrophidion sasai Panama Sphingomonas paucimobilis
2023-Cr26 Cerrophidion sasai Panama Providencia rettgeri
2023-Cr28 Cerrophidion sasai Panama Providencia rettgeri
2023-Cr29 Cerrophidion sasai Panama Providencia rettgeri
2023-Cr30 Cerrophidion sasai Panama No identificado
2023-CSVA Cerrophidion sasai Panama Morganella morganii
2023-CSVJ Cerrophidion sasai Panama No identificado
2023-PI11 Porthidium lansbergii Santiago Providencia rettgeri
2023-PI13 Porthidium lansbergii Santiago Morganella morganii
2023-PI25 Porthidium lansbergii Santiago Pseudomonas aeruginosa
Porthidium lansbergii Santiago Bordetella hinzii
2023-PI17 Porthidium lansbergii Santiago Klebsiella oxytoca
Porthidium lansbergii Santiago Pseudomonas putida
2023-PI18 Porthidium lansbergii Santiago Pseudomonas aeruginosa
2023-PI128 Porthidium lansbergii Santiago No identificado
2023-PILS Porthidium Iansbergii Santiago Bordetella hinzii_
Porthidium lansbergii Santiago Pseudomonas aeruginosa
2023-PI127 Porthidium lansbergii Santiago Morganella morganii
2023-PI06 Porthidium lansbergii Santiago Providencia rettgeri
2023-PI07 Porthidium lansbergii Santiago Providencia rettgeri
2023-PI09 Porthidium lansbergii Santiago Serratia fonticola
2023-P143 Porthidium lansbergii Panama Providencia rettgeri
2023-Pl44 Porthidium lansbergii Panama Staphylococcus lentus
2023-Pl46 Porthidium lansbergii Panama Providencia rettgeri
2023-PI30 Porthidium lansbergii Santiago Stenotrophomonas maltophilia
2023-PI29 Porthidium lansbergii Santiago Morganella morganii
2023-PLVA1 Porthidium lansbergii Santiago No identificado
2023-PLVJ2 Porthidium lansbergii Santiago No identificado
2023-PLVA3 Porthidium lansbergii Santiago No identificado
2023-PLVJ4 Porthidium lansbergii Santiago No identificado

Tabla 7 Resultados obtenidos del aislamiento y la identificacion de bacterias

mediante el sistema bioquimico automatizado VITEK.
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Las especies bacterianas mas frecuentemente aisladas e identificadas fueron:

e Morganella morganii (Identificada en 11 aislamientos).
e Providencia rettgeri (Identificada en 10 aislamientos).
e Pseudomonas aeruginosa Yy Serratia fonticola (ldentificadas en 3

aislamientos cada una).

Otras especies identificadas incluyeron Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae,
Burkholderia mallei, Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas luteola,
Burkholderia cepacia, Bordetella hinzii, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas putida
(Gréfica 2).

Identificacion Bacteriana por Porcentaje Global

Morganella morganii
Providencia rettgeri

Mo identificado

Serratia fonticola
Pseudomonas aeruginosa
Sphingomonas paucimobilis

Bordetella hinzii

[¥y)

tenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus lentus

Bacteria

Pseudomonas putida
Pseudomaonas luteola
Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Enterobacter cloacae
Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia

0 5 10 1
Porcentaje

o

Gréfica 2 Porcentaje de identificacion bacteriana a través de métodos

dependientes de cultivos, mediante sistema automatizado de identificacion
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bacteriana (VITEK 2 COMPACT de bioMérieux). Porcentajes basados en una N
de 41 asilamientos realizados. Especies bacterianas aisladas mediante cultivo e

identificadas por método bioquimico automatizado.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Los resultados del estudio muestran un claro predominio de bacterias Gram

negativas en la cavidad oral de las serpientes analizadas.

7.1.1 Especies bacterianas aisladas por tipo de serpiente

La comparacion de los resultados entre las diferentes especies de serpientes

revela patrones interesantes en la microbiota oral y del veneno:

Bothrops asper:

Especies bacterianas identificadas: Morganella morganii, Proteus vulgaris,
Enterobacter cloacae, Burkholderia mallei.

Predominancia: Morganella morganii (2 de 5 muestras).

Diversidad: 4 especies diferentes identificadas en 5 muestras.

Ubicacion: Todas las muestras provenientes de Santiago.

Bothriechis nigroviridis:
Especies bacterianas identificadas: Morganella morganii, Serratia fonticola,

Providencia rettgeri.
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Predominancia: Morganella morganii (3 de 8 muestras).
Diversidad: 3 especies diferentes identificadas en 8 muestras.

Ubicacion: Todas las muestras provenientes de Ciudad de Panama.

Cerrophidion sasai:

Especies bacterianas identificadas: Morganella morganii, Sphingomonas
paucimobilis, Pseudomonas luteola, Burkholderia cepacia, Providencia rettgeri.
Predominancia: Morganella morganii y Providencia rettgeri (3 muestras cada
una).

Diversidad: 5 especies diferentes identificadas.

Ubicacién: Todas las muestras provenientes de Ciudad de Panama.

Porthidium lansbergii:

Especies bacterianas identificadas: Providencia rettgeri, Morganella morganii,
Pseudomonas aeruginosa, Bordetella hinzii, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
putida, Serratia fonticola, Staphylococcus lentus, Stenotrophomonas maltophilia.
Predominancia: Providencia rettgeri (5 muestras).

Diversidad: Muy alta, con 9 especies diferentes identificadas.

Ubicacion: Mayoria de muestras provenientes de Santiago, algunas de Ciudad

de Panama.
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7.1.1.1 Comparacion entre especies

e P. lansbergii muestra la mayor diversidad de las especies estudiadas.

(Grafica 3), mientras que C. sasai muestra una diversidad intermedia.

e B. nigroviridis y B. asper exhiben una menor diversidad.

Porthidium lansbergii

Cerrophidion sasai

Espécimen

Bothrops asper

Bothriechis nigroviridis

Parcentaje

Bacteria

. Bordetella hinzii

. Burkholderia cepacia

. Burkholderia mallei

. Enterobacter cloacae

. Klebsiella oxytoca

. Morganella morganii

. Mo identificada

. Proteus vulgaris

. Providencia rettgeri

. Pseudomonas aeruginosa
. Pseudomonas luteola

. Pseudomonas putida

. Serratia fonticola

. Sphingomonas paucimobilis
. Staphylococcus lentus

. Stenotrophomonas maltophilia

Gréfica 3 Diversidad de Especies Bacterianas por espécimen mediante métodos

dependientes de cultivo.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Especies bacterianas comunes:

e Morganella morganii se encuentra en todas las especies de serpientes.

e Providencia rettgeri es coman en B. nigroviridis, C. sasai y P. lansbergii.
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Especies Unicas:
e B. asper: Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae.
e C. sasai: Pseudomonas luteola.
o P. lansbergii: Klebsiella oxytoca, Staphylococcus lentus,

Stenotrophomonas maltophilia.

7.1.1.2 Tasa de identificacion de cepas bacterianas

Con respecto a la cantidad de asilados bacterianos identificados por especie de

serpiente, se obtuvieron los siguientes porcentajes:

e B. aspery B. nigroviridis: 100% de muestras identificadas.

e C. sasai: 71% de muestras identificadas.

e P.lansbergii: 82% de muestras identificadas
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7.1.2 Perfiles de resistencia a antibioticos

El andlisis de sensibilidad antimicrobiana revel patrones de resistencia variables

entre las diferentes especies bacterianas (Tabla 8):

ae| o| 2| 8| 2| «| | | | 8| 2| 2] 2| §| E§
ez ol Resultado %’ % E g5 % a% % 2 § £ g g :g g §;§
Individuo == g g % E 8 8 S E % g % % “5 EE
<0 O O 5| O ol I N IR B - I R =S

2023-Ba05 Proteus vulgaris S |RIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Ba05 Morganella morganii I R|R|S|S S S S|S|S|S|R|R| S
2023-Ba06 Burkholderia mallei

2023-Ba07 Morganella morganii R|IR|R|S|R R S S|S|S|S|R|R| R
2023-Ba08 Enterobacter cloacae R|IR|R|R|S]|S S S|S|R|S|R|I S
2023-Bn05 Morganella morganii S |R|R|S|S S| S |S|S|S|S|S|R| S
2023-Bn08 Morganella morganii S R|R|S|S S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Bn10 Serratia fonticola SIR|IR|IR|S|R| S |S|S|S|S]|S|I S
2023-Bn12 Serratia fonticola SIR|IR|R|S|R S S|S|S|S|S|I S
2023-Bn13 Providencia rettgeri S R|R|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Bnl4 Providencia rettgeri S |RIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Cr14 Morganella morganii S R|R|S|S S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Cr16 | Sphingomonas paucimobilis RIR|R|S I RIR|S|S S
2023-Cr21 Morganella morganii I R|IR|S|S S S S|S|S|S|S|R
2023-Cr22 Pseudomonas luteola R|S|R|S S |S|S|S]|S S
2023-Cr23 Burkholderia cepacia

2023-Cr24 | Sphingomonas paucimobilis S|S|S|S S S|S|S|S S
2023-Cr26 Providencia rettgeri S |IRIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Cr28 Providencia rettgeri S R|R|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-Cr29 Providencia rettgeri S |IRIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-PI06 Providencia rettgeri R|IR|R|R|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-PI07 Providencia rettgeri R|IR|R|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-PI11 Providencia rettgeri S |RIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-PI13 Morganella morganii S |RIR|S|S|S|S S S|S|S|S|S|R| S
2023-PI17 Bordetella hinzii

2023-PI17 Klebsiella oxytoca S |S|S|S|S|S|S S S|S|S|S|S|S| S
2023-PI17 Pseudomonas putida R|S|S|S S S|S|S|S R
2023-PI18 Pseudomonas aeruginosa R|S S R |S|S|S]|S

2023-PI19 Bordetella hinzii

2023-PI19 Pseudomonas aeruginosa R|S S S S|S|S|S
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2023-PI25 Pseudomonas aeruginosa R|S S S S|S|S|S

2023-PI27 Morganella morganii R |R|R | I I S S S| S|S|S|S

2023-PI129 Morganella morganii

2023-Pl43 Providencia rettgeri S |R|IR|S|S|S|S S S| S|S|S|S
2023-CSVA Morganella morganii I RIR|S|S S| S |S|S|S|S|S

Tabla 8 Analisis de la sensibilidad antimicrobiana entre las diferentes especies

bacterianas. R=resistente, S=sensible, I=indeterminado. Resaltadas en celeste

los aislados para los cuales no fue posible obtener un perfil de resistencia con las

tarjetas utilizadas.

Los resultados obtenidos en el analisis de las cepas bacterianas aisladas de

diferentes especies de serpientes revelan una diversidad de microorganismos

con patrones de resistencia antimicrobiana variados.

7.1.2.1 Bacterias Gram negativas

7.1.2.1.1 Enterobacteriaceae

Morganella morganii:

Alta resistencia a cefalotina y cefazolina (100% de las cepas)

Resistencia variable a ampicilina/sulbactam (37.5% resistentes, 25%

intermedias)

Sensibilidad a la mayoria de los otros antibiéticos probados, incluyendo

ceftazidima,

gentamicina.

ceftriaxona,

ertapenem,
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meropenem,

amicacina

y




Algunas cepas mostraron resistencia a multiples antibioticos, sugiriendo la
presencia de B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) o carbapenemasas de

bajo nivel.

Providencia rettgeri:
e Resistencia universal a cefalotina, cefazolina y nitrofurantoina
e Alta sensibilidad a ceftazidima, -ceftriaxona, cefepima, ertapenem,

meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacino y norfloxacino

Serratia fonticola:
e Resistencia a cefazolina, ceftazidima y ceftriaxona
e Sensibilidad a cefepima, meropenem, amicacina, gentamicina,

ciprofloxacino y norfloxacino

7.1.2.1.2 Pseudomonadaceae

Pseudomonas aeruginosa:
e Resistencia intrinseca a cefazolina en todas las cepas
e Sensibilidad variable a meropenem (66.7% de las cepas sensibles)
e Alta sensibilidad a ceftazidima, cefepima, amicacina, gentamicina,

ciprofloxacino y norfloxacino
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7.1.2.1.3 Otras bacterias de interés

Enterobacter cloacae:

e Se detecto una cepa con un perfil de resistencia sugestivo de produccion

de ESBL.

e Resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, pero sensibilidad a

cefepima.

Burkholderia cepacia y Burkholderia mallei fueron aisladas en algunas
muestras, aunque no se proporcionaron datos de susceptibilidad antimicrobiana

para estas especies.
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7.1.2.1.4 Patrones de resistencia

Se observaron patrones de multirresistencia a antibiéticos en algunas cepas

aisladas (Grafica 4):

Perfil de Sensibilidad y Resistencia a Antibidticos
Bacterias Gram negativas

Trimetoprimal Sulfametoxazol
Norfloxacino

Nitre furantoina

Meropenem

Gentamicina

Fosfomicina

Ertapenem

Ciprofloxacino

Ceftriaxona

Antibidticos

Ceftazidima

Cefepima

Cefazolina

Cefalotina

Ampicilinal Sulbactam

Amicacina

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Proporcion

Respuesta . [ . R 5

Gréfica 4 Perfil de Sensibilidad y Resistencia a Antibiéticos de Bacterias Gram

Negativas Aisladas.
Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

e Una cepa de Sphingomonas paucimobilis mostro resistencia a multiples
antibidticos, incluyendo cefazolina, ceftazidima y ceftriaxona, con
sensibilidad intermedia a meropenem, lo que podria sugerir la presencia

de ESBL o carbapenemasas nativa (Gréfica 5).
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Una cepa de Morganella morganii presentdé un perfil de resistencia
compatible con la produccién de ESBL y carbapenemasas de bajo nivel,
mostrando resistencia a 7 de los 15 antibiéticos probados, incluyendo
ceftriaxona y ertapenem (Gréfica 5).

Se detect6 una cepa de Enterobacter cloacae productora de ESBL, con
resistencia a 5 antibioticos: cefalotina, cefazolina, ceftazidima, ceftriaxona
y ciprofloxacino (Grafica 5).

Una cepa de Serratia marcescens mostré un patron de resistencia
inusual, siendo resistente a ceftriaxona, pero sensible a ceftazidima y

cefepima, lo que requiere una revision adicional (Grafica 5).
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Gréfica 5 Perfiles de sensibilidad y resistencia a antibidticos de especies

Respuesta

bacterianas aisladas de cavidades orales de serpientes, mostrando patrones de

susceptibilidad variables.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

7.1.2.2 Bacterias Gram positivas

Los resultados revelaron la identificacion de Staphylococcus lentus en una
muestra (2023-Pl44). No se determind el perfil de susceptibilidad antimicrobiana
para esta cepa, por lo que no se dispone de datos adicionales sobre su

respuesta a agentes antimicrobianos.
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7.2 ldentificacion de bacterias mediante técnicas independientes de Cultivo

La identificacion de bacterias mediante técnicas independientes de cultivo se
realizo a través de la extraccion y analisis del ADN gendmico de las muestras
recolectadas, utilizando metodologias basadas en la secuenciacion de nueva
generacion (NGS). El ADN fue extraido empleando un protocolo estandarizado
gue garantizé la lisis uniforme de microorganismos Gram-positivos y Gram-
negativos, asi como la eliminacién de inhibidores de PCR. Posteriormente, se
amplificaron las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA, seleccionadas

por su capacidad para discriminar taxonGmicamente entre géneros bacterianos.

Las bibliotecas generadas fueron secuenciadas en un sistema lllumina MiSeq,
obteniendo datos que fueron procesados mediante herramientas bioinformaticas
para identificar y clasificar las bacterias presentes en las muestras. Este enfoque
permiti6 una caracterizacibn precisa de la microbiota, incluyendo
microorganismos no cultivables, proporcionando una vision integral de la

diversidad bacteriana asociada a las serpientes estudiadas.

7.2.1 Procesamiento de secuencias y control de calidad

Se procesaron un total de 7,174,851 lecturas crudas provenientes de 48
muestras. Tras el filtrado por calidad y longitud, se retuvieron 6,169,075 lecturas
(86.0% de las lecturas iniciales). El proceso de denoising identific6 7,169,410

secuencias de alta calidad, que luego se fusionaron en 6,739,414 secuencias
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pareadas (94.0% de las lecturas filtradas). La deteccion y eliminacién de

guimeras resultdé en 5,844,780 secuencias no quiméricas, representando el

86.7% de las secuencias fusionadas (Tabla 9).

Lecturas

Muestra iniciales Filtradas Denoised F Denoised R Fusionadas No quiméricas
Ba05 165184 145836 145586 145574 144804 110817
Ba06 221252 182526 181761 181900 177956 145051
Ba07 287350 241650 241299 241271 240090 164541
Ba08 170311 141438 141129 141122 140465 96871
Bn05 214944 182941 181973 182046 176339 150317
Bn07 197450 168007 167214 167333 162548 144756
Bn08 189701 149503 147595 147949 138621 115690
Bn10 148622 129192 128528 128649 125652 110354
Bnll 205231 165440 163922 164363 156972 121911
Bni2 247741 214310 213359 213514 206701 169743
Bn13 198911 162966 161118 161249 148479 100240
Bni4 182473 152836 151640 151706 143719 109140
Csl4 1182 300 241 244 185 166
Csl6 881 303 271 247 206 192
Cs18 640 118 90 85 67 66
Cs20 204133 162021 161075 161061 157114 144475
Cs21 209875 171423 170551 170703 167225 153908
Cs22 223082 174353 173253 173350 168175 152309
Cs23 175736 145158 144533 144676 142079 122562
Cs24 76329 62061 61691 61808 60684 57651
Cs26 197879 156754 155749 156058 151543 136871
Cs27 265699 219791 219380 219314 217271 208258
Cs28 198329 142949 142357 142364 139956 130758
Cs29 221207 173685 172663 172673 166776 148188
Cs30 258594 196842 195472 195760 187852 155231
CSVA 243752 200497 199521 199913 195096 178398
CSsVJ 179991 141149 140181 140459 136397 126633
P106 182653 153880 153385 153337 151744 138220
P107 147180 119671 119298 119330 118026 112642
P109 66568 54164 53942 53967 53311 52502

Pl 127327 108794 108488 108482 107493 106056
PI13 750 297 243 244 221 198

P115 229980 196479 195777 195895 191701 154610
PI117 220055 186834 185975 186102 182295 168680
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P118
P119
P125
P127
P128
P129
PI30
P143
P144
P146
PLVA1
PLVA3
PLVJ2
PLVJ4

253891
186121
237250
199489
209148
160536
304783
233495
1298
199062
199069
213212
295313
308

206240
155528
203161
167824
169060
131054
219751
200059
286
172360
151654
167807
242311
81

205407
154838
202421
167263
168683
130418
218748
199276
235
171511
150828
167328
241538
62

205415
154989
202567
167378
168747
130526
218624
199337
228
171718
150996
167403
241605
66

199890
151423
199297
164404
167565
127774
212398
194081
198
166763
146965
165387
237463
57

179011
137299
173601
148756
163103
117445
194189
164090
187
138140
126789
154840
206460
31

Tabla 9 Filtrado y Procesamiento de Secuencias Obtenidas Mediante la

Secuenciacion.

Se procesaron un total de 7,174,851 lecturas crudas provenientes de 48

muestras. Tras el filtrado por calidad y longitud, se retuvieron 6,169,075 lecturas

(86.0% de las lecturas iniciales). El proceso de denoising identifico 7,169,410

secuencias de alta calidad, que luego se fusionaron en 6,739,414 secuencias

pareadas (94.0% de las lecturas filtradas). La deteccion y eliminacién de

guimeras resulté en 5,844,780 secuencias no quiméricas, representando el

86.7% de las secuencias fusionadas.

7.2.2 Diversidad de ASVs

Se identificaron 2,237 variantes de secuencia de amplicones (ASVs) Unicas entre

todas las muestras analizadas. La longitud de las secuencias ASV oscil6

principalmente entre 402-429 pares de bases, consistente con la region V3-V4

del gen 16S rRNA amplificada.
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Las ASVs mas abundantes y ampliamente distribuidas entre las muestras
correspondieron a secuencias con longitudes de 426-427 pares de bases.
Especificamente, se detectaron 35,765 secuencias de 426 pb y 2,622 secuencias

de 427 pb a lo largo del conjunto de datos.

7.2.3 Eficiencia del procesamiento bioinformatico

El seguimiento de lecturas a través del flujo de trabajo demostré una alta
eficiencia en el procesamiento, con la mayoria de las muestras reteniendo entre
el 60-80% de sus lecturas iniciales después de todos los pasos de filtrado y
limpieza. Notablemente, algunas muestras (ej. Cs27, PI28) mantuvieron mas del
80% de sus lecturas originales. La alta calidad y cantidad de secuencias
retenidas permiten una caracterizacion robusta de las comunidades bacterianas

presentes en estas muestras.

Se identificaron 4 muestras que presentaron un numero de lecturas
extremadamente bajo en comparacion con el promedio, lo que llevé a su

exclusién de los analisis estadisticos y bioinformaticos posteriores:

Muestras con bajo numero de lecturas:

Cs14: 300 lecturas después del filtrado
Cs16: 303 lecturas después del filtrado
Cs18: 118 lecturas después del filtrado

PI13: 297 lecturas después del filtrado
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El nimero medio de lecturas para las demas muestras después del filtrado fue
de aproximadamente 120,000. Esto significa que estas 4 muestras tenian menos
del 0.2% de las lecturas en comparacion con una muestra tipica del conjunto de
datos. Con tan pocas lecturas, estas muestras no proporcionan una
representacion adecuada de la diversidad microbiana real en las muestras

originales.

7.2.4 Composicién taxondmica en la Cavidad Oral

7.2.4.1 Composicion bacteriana a nivel de filo

El analisis de la composicion bacteriana a nivel de filo revelé6 una clara
dominancia de cinco filos principales (Grafica 6): Pseudomonadota (representado
en rosa) fue el filo mas abundante, mostrando una presencia dominante en todas
las muestras con una abundancia relativa que oscila entre 50-90% del total de

secuencias.

Bacillota (mostrado en color naranja) fue el segundo filo mas abundante,
presentando una abundancia relativa notable particularmente en algunas

muestras, donde alcanzé aproximadamente el 25-30% de las secuencias.

Actinomycetota (en marrén) mostré una presencia consistente, pero en menor
proporcién, generalmente representando menos del 10% de las secuencias en

las muestras donde se detecto.
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Bacteroidota (en verde) y Fusobacteriota (en verde oscuro) se detectaron en

proporciones menores, representando cada uno menos del 5% de la abundancia

Phylum

B Actinomycetota
. Fusobacteriota
. Pseudomonadota

E

relativa total.

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00 "

ap e
s g
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Gréafica 6 Composicion Bacteriana a Nivel de Filo en las Muestras Analizadas

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

7.2.4.2 Composicion bacteriana a nivel de familia

El analisis de la composicion bacteriana a nivel de familia reveld cinco familias
principales, con diferentes patrones de abundancia relativa en las muestras

(Grafica 7): La familia Morganellaceae (representada en verde) fue claramente
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dominante, mostrando la mayor abundancia relativa en la mayoria de las
muestras, frecuentemente alcanzando proporciones superiores al 75% en

muchos especimenes.

La familia Pseudomonadaceae (mostrada en rosa) presentdé una abundancia
variable, siendo particularmente notable en algunas muestras donde alcanzé

hasta el 50% de la abundancia relativa.

Lysobacteraceae (en naranja) mostré una presencia consistente pero
generalmente en menor proporcion que Morganellaceae, apareciendo en varias

muestras con abundancias moderadas.

Mycoplasmataceae (en azul) y Alcaligenaceae (en marrén) se detectaron en
menor frecuencia y abundancia en comparacién con las otras familias,
apareciendo de manera esporadica en algunas muestras especificas. La
distribucion de estas familias mostro variabilidad considerable entre las diferentes
muestras, sugiriendo una composicion bacteriana heterogénea en la poblacion

estudiada.
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Grafica 7 Composicion Bacteriana a Nivel de Familia en las Muestras
Analizadas.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

7.2.4.3 Composicién bacteriana a nivel de género bacteriano

La secuenciacibn gendmica reveld6 una diversidad taxondémica significativa,
identificando 37 géneros bacterianos distintos (Gréafica 9). Es importante destacar
gue la secuenciacion proporciond Unicamente informacion a nivel de género, y
las caracteristicas adicionales se infirieron a partir de la literatura cientifica
existente. La composicion bacteriana mostr6 una ligera predominancia de

géneros Gram-negativos (20) sobre los Gram-positivos (16). Morfolégicamente,
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se observé una prevalencia de bacilos (26 géneros), seguidos por cocos (5
géneros), formas pleomorficas (3 géneros), cocobacilos (2 géneros) y bastones
(1 género) como se puede observar en la tabla 10. Los requerimientos de
oxigeno variaron considerablemente, incluyendo 15 géneros aerobios, 11
anaerobios facultativos, 2 anaerobios estrictos, 1 microaerdfilo y 1 aerotolerante.
En cuanto al potencial patogénico, 26 géneros se asociaron con patogenicidad
en humanos y/o animales, mientras que 9 no presentaron capacidad patogénica

conocida (Gréfica 8).
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Gréafica 8 Composicion Bacteriana a Nivel de Género en las Muestras
Analizadas.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.
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Clasificacion por

Género Reaccion al Gram Morfologia requerimientos de oxigeno
Achromobacter Gram negativa Bacilos Aerobia
Acinetobacter Gram negativa Cocobacilos Aerobia
Alcaligenes Gram negativa Bacilos Aerobia
Anoxybacillus Gram positiva Bacilos Anaerobia facultativa
Aquamicrobium Gram negativa Bacilos Aerobia
Arthrobacter Gram positiva Pleomorfica Aerobia
Bacteroides Gram negativa Bacilos Anaerobia
Brevibacterium Gram positiva Bacilos Aerobia
Carnobacterium Gram positiva Bacilos Anaerobia facultativa
Corynebacterium Gram positiva Bacilos Facultativa
Cutibacterium Gram positiva Bacilos Aerotolerante
Enterobacter Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Enterococcus Gram positiva Cocos Anaerobia facultativa
Erwinia Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Hymenobacter Gram negativa Baston Aerobia
Hyphomicrobium Gram negativa Bacilos Aerobia
Janthinobacterium Gram negativa Bacilos Aerobia
Kocuria Gram positiva Cocos Aerobia
Mammaliicoccus Gram positiva Cocos Anaerobia facultativa
Micrococcus Gram positiva Cocos Aerobia
Morganella Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Mycoplasma Indeterminado Pleomodrfica Anaerobio facultativa
Niallia Gram positiva Bacilos Anaerobia facultativa
Pantoea Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Paracoccus Gram negativa Cocobacilos Aerobia
Peribacillus Gram positiva Bacilos Aerobia
Providencia Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Pseudomonas Gram negativa Bacilos Aerobia
Rahnella Gram negativa Bacilos Anaerobia facultativa
Rhodococcus Gram positiva Pleomorfica Aerobia
Rubrobacter Gram positiva Bacilos Aerobia
Sphingobacterium Gram negativa Bacilos Aerobia estricta
Sphingomonas Gram negativa Bacilos Aerobia
Staphylococcus Gram positiva Cocos Anaerobio facultativo

Péagina 143 de 213




Stenotrophomonas

Gram negativa

Bacilos Aerobia
Stenoxybacter Gram negativa Bacilos Microaerofila
Clostridium Gram positiva Bacilos Anaerobia

Tabla 10 Caracteristicas Taxonomicas y Fisiolégicas de los Géneros Bacterianos

Identificados.

Distribucion de bacterias por patogenicidad

Cantidad
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Gréfica 9 Distribucion de bacterias potencialmente patégenas para los seres

humanos en la cavidad oral de serpientes.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Los géneros bacterianos predominantes en

muestreados fueron (Gréfica 10):
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e Providencia: Mostro una abundancia relativa significativa, particularmente
dominante en varias muestras.

o Morganella: Present6 una presencia consistente y abundante en multiples
muestras.

« Pseudomonas: Exhibio una abundancia variable, siendo dominante en
algunas muestras solamente.

e Achromobacter: Se detecté en menor proporcion, pero con presencia
constante.

e Mycoplasma: Mostré una abundancia variable, con mayor presencia en

ciertas muestras.

Bothriechis nigroviridis: Dominancia clara de Pseudomonas, seguido por

Providencia, con menor presencia de Morganella.

Bothrops asper: Predominio de Morganella, seguido de Providencia como
segundo género mas abundante, y con presencia muy reducida del género

Pseudomonas.

Cerrophidion sasai: Mayor proporcion de Providencia, con presencia también

significativa de Morganella, y en menor abundancia de Mycoplasma vy

Pseudomonas.
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Porthidium lansbergii: Presencia y distribucion pareja de géneros Providencia,
Morganella, Mycoplasma, Pseudomonas y Achromobacter. Fue notable la

presencia de Achromobacter con respecto a las demas especies de serpientes.
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Gréfica 10 Abundancia Relativa de Géneros Bacterianos por Especie de
Serpiente obtenida mediante secuenciacion masiva.

Se observa una dominancia de Pseudomonas en Bothriechis nigroviridis,
mientras que Morganella predomina en Bothrops asper. Cerrophidion sasai
muestra una mayor proporcion de Providencia, y Porthidium lansbergii presenta
una distribucion mas equitativa entre los géneros identificados.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.
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7.2.4.4 Analisis Estadisticos

El analisis de diversidad alfa entre las cuatro especies de serpientes (Bothriechis
nigroviridis, Bothrops asper, Cerrophidion sasai y Porthidium lansbergii) revelo
diferencias significativas utilizando tres indices de diversidad principales (Grafica

11).

La riqueza observada muestra que Bothriechis nigroviridis presenta la mayor
diversidad con una mediana de aproximadamente 150 OTUSs, significativamente
superior (p < 0.01) a las deméas especies. En contraste, Bothrops asper exhibe la
menor rigueza con una mediana de aproximadamente 35 OTUs. El indice de
Shannon, que considera tanto la riqueza como la equitatividad, muestra un
patron similar, con B. nigroviridis y C. sasai presentando los valores mas altos,

mientras que B. asper muestra el valor mas bajo.

El indice de Simpson, que enfatiza la dominancia y equitatividad, muestra valores
generalmente altos (>0.6) para todas las especies, aunque con menor

variabilidad entre especies en comparacion con los otros indices.

Las diferencias observadas son estadisticamente significativas segun las
pruebas de Wilcoxon por pares (p < 0.01 y p < 0.05), particularmente entre B.
nigroviridis y las demas especies. La variabilidad dentro de cada especie,

representada por los rangos intercuartilicos en los diagramas de caja, es
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notablemente mayor en P. lansbergii para todos los indices de diversidad,

sugiriendo una mayor heterogeneidad en la composicion de su microbiota.
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Grafica 11 Diversidad Alfa de la Microbiota Oral en Diferentes Especies de
Serpientes.

Se muestran los indices de riqgueza observada, Shannon y Simpson para cada
especie. Se observan diferencias significativas en la riqueza entre Bothriechis

nigroviridis y las demas especies.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

El andlisis de diversidad beta mediante PCoA (Andlisis de Coordenadas
Principales) revela patrones distintivos de agrupamiento entre las comunidades

microbianas de las cuatro especies de serpientes estudiadas. Los dos ejes
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principales explican un total de 29.89% de la variacion (Axis 1: 17.39%, Axis 2:
12.5%), indicando una estructura compleja en la composicion microbiana

(Gréfica 12).

Bothriechis nigroviridis muestra un agrupamiento bien definido en el cuadrante
superior derecho, sugiriendo una composicién microbiana uUnica y consistente.
Cerrophidion sasai y Porthidium lansbergii exhiben un patron de distribucion mas
disperso, con C. sasai ocupando principalmente la regidn central-superior
izquierda y P. lansbergii mostrando una mayor dispersion hacia el cuadrante
inferior. Bothrops asper mantiene una posicion distintiva en el espacio de
ordenacion. Es notable la existencia de cierto solapamiento entre algunas
especies, particularmente entre C. sasai y P. lansbergii, lo que podria indicar

similitudes.
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Grafica 12 Grafico de Dispersion de la Microbiota Oral - Andlisis de PCoA por
Especie de Serpiente.

El grafico de dispersion muestra el agrupamiento de las comunidades
microbianas segun la especie de serpiente. Bothriechis nigroviridis presenta un
agrupamiento bien definido, mientras que Cerrophidion sasai y Porthidium

lansbergii exhiben una mayor dispersion.
Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.
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7.2.5 Composicion taxonOmica en muestras de veneno

El andlisis de la diversidad de géneros bacterianos entre la cavidad oral y el
veneno de Porthidium lansbergii revel6 diferencias en la composicion y

abundancia relativa (Gréfica 13):

Cavidad Oral

e Pseudomonas: ~15% de abundancia relativa
« Providencia: ~25% de abundancia relativa

e Mycoplasma: ~25% de abundancia relativa

e Morganella: ~20% de abundancia relativa

e Achromobacter: ~15% de abundancia relativa

Veneno

e Pseudomonas: ~50% de abundancia relativa
e Providencia: ~40% de abundancia relativa

« Achromobacter: ~10% de abundancia relativa
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Gréafica 13 Abundancia Relativa de Géneros Bacterianos en Cavidad Oral y
Veneno de Porthidium lansbergii obtenida mediante secuenciacion masiva.

Se observa una mayor diversidad de géneros en la cavidad oral en comparacion
con el veneno, donde Pseudomonas y Providencia son los géneros

predominantes.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

La distribucion de géneros muestra una menor diversidad en el veneno, donde
predominan principalmente Pseudomonas y Providencia, mientras que la cavidad
oral presenta una distribucion mas equilibrada entre los cinco géneros
identificados. Mycoplasma y Morganella estan presentes en la cavidad oral pero

ausentes en las muestras de veneno.
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Con respecto al analisis de diversidad beta mediante PCoA (Analisis de
Coordenadas Principales) entre muestras orales y de veneno de Porthidium

Lansbergii muestra la siguiente distribucion:

Distribucion en Ejes

« Axis 1: Explica el 20.9% de la variacion total

« Axis 2: Explica el 14.95% de la variacion total

Patrones de Agrupamiento

Las muestras orales (puntos marrones) muestran una amplia dispersion en el
espacio de ordenacion, ocupando diferentes posiciones a lo largo de ambos ejes.
Las muestras de veneno (puntos naranjas) estan representadas por pocos
puntos y muestran una distribucién mas restringida, agrupandose principalmente

en una region especifica del grafico (Grafica 14).
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Grafica 14 Gréfico de dispersion muestra las diferencias en la Composicion
Bacteriana entre la Microbiota Oral y del Veneno de Porthidium lansbergii
(Andlisis de PCoA).

El grafico muestra una clara separacidon entre las muestras orales (puntos
marrones) y las muestras de veneno (puntos naranjas), indicando diferencias
significativas en la composicion bacteriana. Las muestras orales exhiben una
mayor dispersion, mientras que las muestras de veneno tienden a agruparse, lo

gue sugiere una menor diversidad.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Por otro lado, con respecto al analisis de la diversidad de géneros bacterianos
entre la cavidad oral y el veneno de Cerrophidion sasai se obtuvieron los

siguientes resultados (Grafica 15):
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Grafica 15 Comparacion de la Abundancia de Géneros Bacterianos entre
Cavidad Oral y Veneno de Cerrophidion sasai.

Se observa una predominancia de Pseudomonas en el veneno, mientras que en
la cavidad oral se presenta una mayor diversidad de géneros, incluyendo

Staphylococcus, Providencia, Morganella y el grupo Clostridium.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.

Cavidad Oral
e Staphylococcus: ~10% de abundancia relativa
« Providencia: ~40% de abundancia relativa
e Morganella: ~20% de abundancia relativa

e [Clostridium] innocuum group: ~15% de abundancia relativa
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Veneno
e Staphylococcus: ~8% de abundancia relativa

e Pseudomonas: ~90% de abundancia relativa

El andlisis de diversidad beta mediante PCoA muestra (Gréafica 16):
e Axis 1: Explica el 23.09% de la variacion

e Axis 2: Explica el 19.56% de la variacion
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Gréfica 16 Diversidad Beta entre las Comunidades Microbianas Orales y del
Veneno de Cerrophidion sasai (Analisis de PCoA).

El grafico de dispersion muestra una clara separacion entre las muestras orales y
las muestras de veneno a lo largo del Eje 1, lo que indica diferencias

significativas en la composicion de sus comunidades microbianas.

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes

de la familia Viperidae en cautiverio.
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Las muestras orales (puntos marrones) muestran una mayor dispersion en el
espacio de ordenacion, mientras que la muestra de veneno (punto naranja) se
ubica en una posicion distinta y aislada en el cuadrante inferior izquierdo del

grafico.
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8. CAPITULO IV: Discusion

El presente estudio tenia como propdsito caracterizar la microbiota oral de
serpientes venenosas pertenecientes a la familia Viperidae, mantenidas en
cautiverio en el serpentario del Centro de Investigacion e Informacion de
Medicamentos y Toxicos (CIIMET), sede de Panama, Campus Octavio Méndez
Pereira, y sede de Santiago de Veraguas. Este proyecto se desarroll6 en dos
fases complementarias: una fase dependiente de cultivo y una fase
independiente de cultivo (molecular). La relevancia de este campo de
investigacion se destaca en estudios como el de Fonseca et al. (2009), quienes
sefialan que tanto las mordeduras de serpientes no venenosas como venenosas
pueden generar complicaciones debido a la presencia de bacterias en su cavidad

oral.

Los resultados de la primera fase del estudio, basados en el andlisis
microbiolégico de las muestras recolectadas de la cavidad oral y el veneno de
serpientes venenosas, revelaron una notable diversidad de bacterias cultivables.
Sin embargo, no todas las muestras lograron generar crecimiento bacteriano en
los medios utilizados. De las 48 muestras recolectadas, solo un grupo mostré
crecimiento visible, 1o que permitid aislar e identificar 41 cepas bacterianas
pertenecientes a 12 géneros diferentes. Sin embargo, algunas colonias no
pudieron ser identificadas bioquimicamente. Este hallazgo subraya las
limitaciones inherentes a los métodos dependientes de cultivo, ya que no todas

las bacterias presentes en un ecosistema complejo como la cavidad oral son
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cultivables o identificables mediante estas técnicas (Li et al., 2014; Kapinusova et

al., 2023; Anand et al., 2010).

El predominio de bacterias Gram negativas en nuestros resultados,
particularmente Morganella morganii y Providencia rettgeri, coincide con los
hallazgos de otros investigadores. Ferreira et al. (2009) y Fonseca et al. (2009)
también reportaron una alta prevalencia de bacterias Gram negativas en la
microbiota oral de serpientes brasilefias. Esta consistencia sugiere que las
bacterias Gram negativas podrian ser componentes fundamentales de la

microbiota oral de las serpientes, independientemente de la regidn geografica.

Las diferencias observadas en la composicion bacteriana entre las cuatro
especies de serpientes estudiadas son particularmente interesantes. Porthidium
lansbergii mostré la mayor diversidad bacteriana, mientras que Bothrops asper y
Bothriechis nigroviridis exhibieron una diversidad mas limitada. Estas variaciones
podrian atribuirse a diversos factores, incluyendo diferencias en adaptaciones
especificas con respecto al hébitat y la fisiologia de cada especie, como lo
sugieren Jho et al. (2011) en su estudio sobre serpientes viethamitas. Ademas,
podrian reflejar variaciones en los mecanismos de defensa inmunolégica
intrinsecas de cada especie de serpiente. Por ejemplo, especies de Bacteroides,
gue son prevalentes en la microbiota intestinal de las serpientes, se sabe que
interactdan con el sistema inmunolégico del huésped, potencialmente ayudando
en el mantenimiento de la homeostasis inmunologica (Zhang et al., 2019; Tang et

al., 2019). Esta interaccion subraya la importancia del microbioma oral en la
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modulacién de las respuestas inmunitarias, ya que puede influir tanto en la
inmunidad local como en la sistémica (Schachtschneider et al., 2013; DeVine et

al., 2015).

La presencia de Morganella morganii en todas las especies de serpientes
estudiadas es notable y concuerda con su frecuente aislamiento en estudios
previos. Esta bacteria ha sido asociada con infecciones graves en humanos tras
mordeduras de serpiente (Valsan et al., 2007). El género Morganella comprende
bacilos Gram negativos que se encuentran comunmente en el ambiente, y se
distinguen por su capacidad de producir una variedad de factores de virulencia.
Entre estos factores se incluyen la ureasa, hemolisinas, lipopolisacarido (LPS),
adhesinas y enzimas con la capacidad de hidrolizar y modificar antibioticos
(Zalas et al., 2012). En humanos, las bacterias del género Morganella pueden
ocasionar infecciones en diversos sistemas, incluyendo el torrente sanguineo, el

tracto urinario y el sistema respiratorio (Manos y Belas, 2006).

Ademas, se identificaron otras bacterias potencialmente patégenas como
Providencia rettgeri, Pseudomonas aeruginosa, Serratia fonticola vy
Staphylococcus lentus en la microbiota oral de estas serpientes. Las bacterias
del género Providencia son consideradas patdogenos oportunistas (Rajni et al.,
2022; Hadavand et al., 2024). Estas bacterias pueden encontrarse en diversos
ambientes y organismos; algunas especies forman parte de la microbiota

intestinal humana. Entre las especies mas frecuentemente aisladas en contextos
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clinicos y responsables de infecciones urinarias y nosocomiales en humanos se
encuentran P. alcalifaciens, P. rettgeri y P. stuartii (Yuan et al., 2020).

P. aeruginosa y S. fonticola fueron aisladas e identificadas en 3 muestras cada
una. Ambas bacterias exhiben una morfologia de bacilos Gram negativos y
habitan en diversos nichos, como el suelo, el agua y en asociaciones con plantas
y animales (Ozen y Ussery, 2011). P. aeruginosa produce enzimas como
proteasas y elastasas, capaces de degradar proteinas inmunoreguladoras,
incluyendo surfactantes A y D, inmunoglobulinas y péptidos antibacterianos (Paz
et al., 2019). Por su parte, S. fonticola tiene la capacidad de formar biopeliculas,
invadir células epiteliales corneales humanas, causar queratitis y producir

gelatinasa, elastasa y proteasa alcalina (Samonis, et al., 2011).

En relacion con los resultados obtenidos en este estudio sobre el perfil de
resistencia a antibiéticos. Morganella morganii exhibié alta resistencia a
cefalotina y cefazolina (100% de las cepas), lo cual es consistente con su
capacidad conocida para producir B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) o
carbapenemasas de bajo nivel (Egwuatu, et al., 2023). Sin embargo, esta
especie demostré sensibilidad a antibiéticos como ceftazidima, ceftriaxona,
ertapenem y meropenem, lo que sugiere que estos agentes podrian ser efectivos
en el tratamiento de infecciones causadas por M. morganii. Estudios previos han
documentado la asociacion de esta bacteria con infecciones nosocomiales y su
capacidad para desarrollar resistencia a multiples clases de antibioticos, lo que

subraya su importancia clinica (Novelli, et al., 2024).
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Por otro lado, Providencia rettgeri presentd resistencia universal a cefalotina,
cefazolina y nitrofurantoina, pero alta sensibilidad a ceftazidima, ceftriaxona,
cefepima y carbapenémicos. Esto coincide con resultados previos que destacan
su papel como patdgeno oportunista en infecciones urinarias y nosocomiales
(Kovacevi¢, et al.,, 2024). La resistencia a nitrofurantoina es un patron
comunmente observado en P. rettgeri, o que limita su uso terapéutico (Dettori, et

al., 2023).

En el caso de Serratia fonticola, se observo resistencia a cefazolina, ceftazidima
y ceftriaxona, pero sensibilidad a cefepima, meropenem y fluoroquinolonas. Esto
es coherente con investigaciones previas que han reportado variaciones en los
perfiles de susceptibilidad entre diferentes especies del género Serratia (Seni, et

al., 2021).

Pseudomonas aeruginosa mostro resistencia a cefazolina en todas las cepas, lo
cual es un rasgo caracteristico ampliamente documentado debido a la
impermeabilidad natural de su membrana externa (Longhi, et al., 2023). Sin
embargo, se observo sensibilidad variable a meropenem (66.7% sensible) y alta
sensibilidad a ceftazidima, cefepima y aminoglucésidos. Este perfil es consistente
con estudios que destacan la eficacia relativa de los carbapenémicos y
aminoglucésidos contra P. aeruginosa (Franco-Gonzalez, et al., 2022; Sheraba et

al., 2015).
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El aislamiento de Enterobacter cloacae, con un perfil compatible con la
produccion de ESBL, resalta su relevancia como patdégeno emergente en
infecciones nosocomiales (Algammal, et al.,, 2023). La resistencia observada a
cefalosporinas de tercera generacion subraya la necesidad de vigilancia continua

para mitigar el impacto clinico de estas cepas resistentes.

La deteccion de cepas productoras de ESBL o carbapenemasas en especies
como Morganella morganii, Enterobacter cloacae y Sphingomonas paucimobilis
refuerza la preocupacion global sobre la diseminacion de genes de resistencia
entre bacterias Gram negativas (Egwuatu, et al., 2023; Mohammadzadeh, et al.,

2017).

Los resultados obtenidos subrayan la importancia de realizar pruebas posteriores
especificas para identificar mecanismos moleculares subyacentes, como genes
codificadores de ESBL o carbapenemasas (por. €j., blaCTX-M o blaKPC), para
guiar decisiones terapéuticas mas precisas (Rahimzadeh et al., 2023). Ademas,
el monitoreo continuo del perfil antimicrobiano es crucial para prevenir brotes
asociados con bacterias multirresistentes. Por ejemplo, se ha demostrado que
los sistemas de vigilancia integrados que monitorean tanto la resistencia
antimicrobiana como el uso de antimicrobianos son efectivos para comprender la

dinamica de la resistencia (Otto et al., 2022; Rudnick et al., 2022).

Con respecto a las bacterias Gram positivas, el hallazgo de S. lentus representa

un aporte relevante al conocimiento sobre la microbiota asociada. Un estudio
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realizado por Yuan et al. (2020) reporto la capacidad de algunas cepas de S.
lentus para causar bacteriemia en animales pequefios, lo que sugiere un
potencial patogénico subestimado. La ausencia de un perfil de susceptibilidad
antimicrobiana para esta cepa limita nuestra comprension sobre su resistencia o
sensibilidad a agentes antimicrobianos especificos. Sin embargo, investigaciones
previas han mostrado que S. lentus puede ser sensible a una amplia gama de
antibidticos, aunque también se han reportado casos de resistencia a ciertos
antimicrobianos como fluoroquinolonas y sulfametoxazol-trimetoprima (Wen-Yu,

2010).

Cabe destacar que, en este estudio, la identificacion bacteriana y el perfil de
resistencia y sensibilidad a antibiéticos se realizé exclusivamente para aquellas
bacterias que crecieron en condiciones de aerobiosis. Aunque se observaron
crecimientos de bacterias anaerobias en los métodos dependientes de cultivo, no
se llevd a cabo su identificacion ni su perfil de resistencia debido a que los
sistemas automatizados como VITEK no estdn completamente estandarizados
para estas bacterias, lo que limita su precision y aplicabilidad clinica en este

contexto (Garner et al., 2013; Ozcan et al., 2020).

Ademas, en la segunda etapa del estudio, se implementaron técnicas
independientes de cultivo basadas en la secuenciacion del gen 16S rRNA, las
cuales permitieron identificar de manera mas robusta y confiable las bacterias
aerobias y anaerobias presentes. Esta técnica tiene un gran potencial para el

diagnastico clinico y la identificacion de nuevas bacterias (Li et al., 2024).
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La identificacibn de 11 géneros bacterianos de bacterias Gram negativas
diferentes y solo 1 género de bacterias Gram positivas en las muestras
analizadas refleja una diversidad microbiana considerable, aunque notablemente
limitada y subestimada, en la cavidad oral y el veneno de las serpientes
estudiadas. El uso de solo tres tipos de medios de cultivo también puede haber
restringido la deteccion de bacterias con requerimientos nutricionales mas
especificos. Esta limitacion en la cultivabilidad y posterior identificacion de
bacterias es un fenbmeno bien documentado en microbiologia, conocido como

"la gran anomalia del conteo en placa" (Tanaka et al., 2014; Lagier et al., 2015).

La discrepancia entre las bacterias observables microscépicamente y las que
pueden ser cultivadas en el laboratorio se debe a varios factores, incluyendo los
requerimientos nutricionales especificos no satisfechos por los medios de cultivo
estandar. Este fenbmeno ha sido un desafio persistente en la microbiologia
desde su descubrimiento a principios del siglo XX (Peters et al., 2016). Por otra
parte, "Comfort Timing", sugiere que muchos microorganismos solo salen de la
dormancia (mecanismo adaptativo para sobrevivir a las bajas temperaturas) en
respuesta a un conjunto de condiciones ambientales cercanas a las 6ptimas para

su crecimiento (Laugier et al., 2023).

Factores como condiciones de crecimiento suboptimas (temperatura, pH,
atmosfera, entre otros), el estado viable pero no cultivable (VBNC) de algunas
bacterias y las dependencias simbioticas con otros microorganismos que no

pueden reproducirse in vitro, probablemente contribuyeron a esta limitacion
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(Fakruddin, et al., 2013). Estas restricciones son consistentes con estudios
previos que resaltan como las técnicas convencionales basadas en cultivo solo
permiten identificar una fraccion del microbioma presente en muestras
complejas, dejando fuera bacterias que no se adaptan a las condiciones

artificiales del laboratorio (Rivas y Pose, 2024).

Nuestros resultados en esta primera fase del estudio, son consistentes con la
literatura existente, la cual reporta un amplio predominio de bacterias Gram
negativas, las cuales destacan por su capacidad de desarrollar resistencia
simultdnea a multiples clases de antibidticos, representando asi un desafio

significativo para la salud global (Partridge, 2011).

Con respecto a la segunda fase de este estudio, la implementacion de técnicas
independientes de cultivo en este estudio permiti6 superar las limitaciones
inherentes a los métodos dependientes de cultivo, proporcionando una vision
mas integral y precisa de la microbiota bacteriana asociada a las serpientes
estudiadas. Este enfoque, basado en la secuenciacion del gen 16S rRNA
mediante tecnologias de nueva generaciéon (NGS), ha demostrado ser una
herramienta robusta para explorar comunidades microbianas complejas,
especialmente aquellas que incluyen microorganismos no cultivables o en estado

viable pero no cultivable (VBNC) (Lin & Tsai, 2023).

La seleccion de las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA como

objetivo para la amplificacion fue clave para lograr una discriminacion taxonomica
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confiable hasta el nivel de género (Azaroual et al., 2022). La region hipervariable
V3-V4 del gen 16S rRNA ha captado la atencion en estudios de comunidades
microbianas debido a diversas ventajas frente a otras regiones, como la V1-V2 o
la V4. Una ventaja significativa es el equilibrio que ofrece entre resolucion
taxonomica y eficiencia de secuenciacion. Investigaciones indican que la region
V3-V4 captura adecuadamente la diversidad taxonomica de diversas
comunidades microbianas, convirtiéndola en una eleccion practica para
plataformas de secuenciacibn masiva como lllumina MiSeq, comunmente
utilizadas en investigaciones del microbioma (Abellan-Schneyder et al., 2021,

Jurburg et al., 2020).

El uso de la plataforma lllumina MiSeq y el procesamiento bioinformatico de los
datos obtenidos proporcionaron una vision integral de la diversidad microbiana,
permitiendo clasificar las bacterias presentes hasta el nivel de género con alta
resolucién. Este enfoque ha demostrado ser altamente efectivo en estudios
microbiolégicos complejos, como el analisis de microbiotas ambientales y

clinicas, donde la diversidad taxondmica es alta (Kozich et al., 2013).

El procesamiento bioinformatico efectuado a partir de la corrida de secuenciacion
fue altamente eficiente, reteniendo un promedio del 86.7% de las lecturas
iniciales tras los pasos de filtrado y eliminacion de quimeras. Este nivel de
retencion es consistente con estandares reportados en estudios similares que
utilizan herramientas bioinformaticas avanzadas para el analisis del microbioma.

Sin embargo, cuatro muestras fueron excluidas debido a un numero
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extremadamente bajo de lecturas (<0.20% del promedio general), lo que subraya
la importancia de garantizar una calidad adecuada en la extraccion y preparacion
inicial del ADN para evitar pérdidas significativas durante el procesamiento. La
exclusibn de estas muestras, aunque necesaria desde el punto de vista

metodoldgico, implica una pérdida de informacién potencialmente valiosa.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio revelaron una clara dominancia de
cinco filos bacterianos principales en las muestras analizadas, con
Pseudomonadota emergiendo como el filo mas abundante, este resultado es
consistente con hallazgos previos en la literatura cientifica que destacan la
importancia de este filo en diversos nichos microbianos (Rooney et al., 2023;
Ledo et al.,, 2022). Investigaciones previas han demostrado que géneros
pertenecientes a este filo, como Pseudomonas, son comunmente aislados de la

cavidad oral de serpientes (Clavijo Vanegas, 2021).

Bacillota, fue el segundo filo mas abundante en nuestro estudio, y se identifico en
algunas muestras hasta un 25-30% de las secuencias. Esta observacion es
coherente con investigaciones previas que han identificado a miembros de este
filo como componentes importantes de la microbiota oral de serpientes (Clavijo

Vanegas, 2021).

Actinomycetota, aunque presente de manera consistente, mostré6 una
abundancia relativa menor, por debajo del 10%. Bacteroidota y Fusobacteriota se

detectaron en proporciones menores, cada uno representando menos del 5% de
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la abundancia relativa total. A pesar de su baja abundancia, estos filos no deben
ser subestimados, ya que estudios recientes han demostrado que incluso en
bajas proporciones, pueden desempefiar roles importantes en la ecologia

microbiana y la salud del huésped (Bidell et al., 2022).

Con respecto a la composicion bacteriana a nivel de familia en la cavidad oral de
las serpientes, nuestros resultados arrojaron una clara dominancia de cinco
familias principales, con Morganellaceae emergiendo como la familia mas
abundante seguida por Pseudomonadaceae, Lysobacteraceae,
Mycoplasmataceae y Alcaligenaceae. La familia Morganellaceae, que incluye
géneros como Morganella, Proteus y Providencia, que han sido reportados

formando parte de la microbiota oral de serpientes (Clavijo Vanegas, 2021).

Estos hallazgos son consistentes con estudios recientes que han identificado a
miembros de estas familias como componentes importantes de la microbiota oral
de serpientes. Un estudio publicado en 2023 por Lin & Tsai encontré6 que
Pseudomonas aeruginosa, perteneciente a la familia Pseudomonadaceae, es
una de las bacterias dominantes en la cavidad oral de serpientes. Ademas, la
alta abundancia de Morganellaceae en nuestras muestras se alinea con
investigaciones que han reportado a Morganella morganii, un miembro de esta
familia, como una de las bacterias mas comunmente aisladas de las heridas por

mordedura de serpiente (Lin et al., 2024).
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La variabilidad observada en la distribucion de estas familias entre las diferentes
muestras sugiere una composicion bacteriana heterogénea en la poblacion
estudiada. La composicion microbiana puede variar significativamente entre
especies y esta influenciada por factores como la regiébn geografica y la

temporada (Lin et al., 2024).

La secuenciacion gendmica revel6 una diversidad taxondmica significativa,
identificando 37 géneros bacterianos. Se obtuvo una variedad de géneros
bacterianos, tanto Gram-positivos como Gram-negativos. Nuestra observacion de
una ligera predominancia de géneros Gram-negativos (20) sobre los Gram-

positivos (16) se alinea con hallazgos previos.

Un estudio reciente sobre la diversidad de bacterias aerobias aisladas de
cavidades orales y cloacales de serpientes venenosas y no venenosas también
reportdé una variedad de morfologias bacterianas (Artavia-Leén et al., 2017). En
cuanto al potencial patogénico, nuestro hallazgo de que 26 géneros se asocian
potencialmente con patogenicidad en humanos y/o animales es particularmente
relevante en el contexto de las mordeduras de serpiente. Esto se alinea con
investigaciones previas que han destacado la importancia de las infecciones
secundarias en las complicaciones de las mordeduras de serpiente (Campos-

Ulate et al., 2024).

La prevalencia de bacilos en la microbiota oral de las serpientes, como se

observa en nuestro estudio con 25 géneros identificados, es consistente con
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hallazgos previos. Esta dominancia de formas bacilares sobre otras morfologias
bacterianas podria explicarse por las adaptaciones especificas de estas
bacterias al ambiente oral de las serpientes. Los bacilos tienen una mayor
capacidad para formar biopeliculas y adherirse a superficies, lo que les confiere
ventajas competitivas en la colonizacién del entorno oral (Clavijo Vanegas,
2021). En el contexto de las cavidades orales de las serpientes, la formacion de
biopeliculas por parte de los bacilos puede facilitar la colonizacion y persistencia,
permitiendo que estos microorganismos superen a otras especies bacterianas en

la competencia por recursos y espacio (Su et al., 2023; Lam et al., 2010).

La diversidad de requerimientos metabdlicos observada en nuestro estudio, que
incluye géneros aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios estrictos, refleja
la heterogeneidad del ecosistema microbiano oral de las serpientes. Esta
variabilidad metabodlica es coherente con estudios previos reportados por
Campos-Ulate et al., 2024. La capacidad de estas bacterias para adaptarse a
diferentes condiciones de oxigenacion dentro de la cavidad oral podria explicar
su éxito en la colonizacién de este nicho ecoldgico. Ademas, esta diversidad
metabdlica podria tener implicaciones importantes en el contexto de las
infecciones secundarias asociadas a mordeduras de serpiente, ya que permite la
supervivencia y proliferacion de estos microorganismos en diferentes condiciones

ambientales durante el proceso infeccioso (Prescilla, 2014).

Los géneros bacterianos predominantes en nuestro estudio, incluyendo

Providencia, Morganella, Pseudomonas, Achromobacter y Mycoplasma, han sido
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previamente reportados en la microbiota oral de serpientes. Un estudio realizado
en 2019 identifico a Pseudomonas y Morganella como géneros comunmente
aislados de la cavidad oral de serpientes (Torres et al., 2019). La variabilidad en
la distribucion de estos géneros entre diferentes especies de serpientes, como
observamos en Bothriechis nigroviridis, Bothrops asper, Cerrophidion sasai y
Porthidium lansbergii, sugiere que la composicién de la microbiota oral puede ser
especifica e inherente de la especie. Esto es consistente con estudios que han
encontrado diferencias en la microbiota oral entre diferentes especies de

serpientes (Cruz et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el andlisis de la microbiota oral de Bothrops asper
en cautiverio muestran diferencias significativas en comparacién serpientes
silvestres (Prescilla, 2014). En nuestro estudio, se observé un claro predominio
del género Morganella, seguido por Providencia, mientras que el género
Pseudomonas tuvo una presencia muy reducida. En contraste, Prescilla (2014)
identific6 una mayor diversidad bacteriana en serpientes silvestres, incluyendo
géneros como Stenotrophomonas, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Microbacterium, Terracocus, Elizabethkingia, Brucella, Serratia y Bacillus. Esta
disminucién en la diversidad de géneros bacterianos en las serpientes en
cautiverio podria atribuirse a factores como la dieta controlada y el ambiente mas

estéril.

Los resultados de nuestro estudio sobre la composicion bacteriana en la cavidad

oral y el veneno de Porthidium lansbergii y Cerrophidion sasai revelan diferencias
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significativas entre estos dos nichos microbianos. En el caso de P. lansbergii,
observamos una menor diversidad en el veneno, con predominancia de
Pseudomonas y Providencia, mientras que la cavidad oral presenta una
distribucion mas equilibrada entre cinco géneros. Ferreira et al. (2021)
encontraron que el microbioma del veneno de serpientes puede ser distinto al de
la cavidad oral, sugiriendo que el veneno podria ser un nicho ecoldgico Unico.
Nuestros resultados, muestran la ausencia de Mycoplasma y Morganella en el

veneno, pero su presencia en la cavidad oral, apoyan esta hipotesis.

La predominancia de Pseudomonas en el veneno de P. lansbergii (50% de
abundancia relativa) es particularmente interesante. La alta abundancia de
Pseudomonas en el veneno podria sugerir una adaptacion especifica de esta
bacteria al ambiente del veneno. En cuanto a C. sasai, la marcada diferencia en
la composicion bacteriana entre la cavidad oral y el veneno es aun mas
pronunciada. La dominancia casi absoluta de Pseudomonas en el veneno (90%
de abundancia relativa) contrasta fuertemente con su ausencia en la cavidad
oral. Este hallazgo refuerza la idea de que el veneno puede actuar como un filtro
selectivo para ciertas especies bacterianas, como se ha sugerido en estudios

recientes (Esmaeilishirazifard et al., 2018).

La presencia de Staphylococcus en ambos nichos de C. sasai, aunque en bajas

proporciones, es notable. Estudios previos han reportado la presencia de

Staphylococcus en infecciones secundarias a mordeduras de serpiente, aunque
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generalmente no se considera parte de la microbiota oral normal de estos reptiles

(Campos-Ulate et al., 2024).

La comparacion entre las dos fases de este estudio revela diferencias
significativas en la capacidad de deteccion e identificacion de la diversidad
bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes venenosas.
Esta discrepancia subraya las fortalezas y las limitaciones de los métodos

dependientes e independientes de cultivo en la investigacion microbioldgica.

En la primera fase, utilizando métodos dependientes de cultivo, se logro aislar e
identificar 41 cepas bacterianas pertenecientes a 12 géneros diferentes. Este
enfoque, aunque valioso, demostré limitaciones inherentes, ya que no todas las
muestras generaron crecimiento bacteriano visible, y algunas colonias no
pudieron ser identificadas bioquimicamente. Estos resultados resaltan la
conocida limitacién de los métodos de cultivo tradicionales para capturar la

totalidad de la diversidad microbiana en ecosistemas complejos.

En contraste, la segunda fase del estudio, empleando métodos independientes
de cultivo basados en la secuenciacion gendmica, revelé una diversidad
taxonomica significativamente mayor, identificando 37 géneros bacterianos. Esta
diferencia sustancial en la deteccion de diversidad (12 vs. 37 géneros) subraya el
poder de las técnicas moleculares para proporcionar una vision mas completa del

microbioma. La mayor diversidad obtenida mediante métodos independientes de
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cultivo refleja su capacidad para detectar microorganismos no cultivables o de

crecimiento lento, asi como aquellos presentes en bajas concentraciones.

Sin embargo, es importante reconocer los desafios asociados con los métodos
independientes de cultivo. Estos incluyen el alto costo de los reactivos de
secuenciacion, la necesidad de equipos sofisticados como termocicladores y
secuenciadores, y el requerimiento de instalaciones mas avanzadas. Ademas, la
interpretacion de los datos generados por estas técnicas requiere habilidades
bioinforméticas especializadas (Reuter et al., 2015). A pesar de estos desafios,
los métodos independientes de cultivo representan indudablemente el futuro de
los estudios microbioldgicos. Esta afirmacion se sustenta en la proliferacion de
proyectos globales como los estudios de microbioma y otros enfocados en
explorar la diversidad microbiana a gran escala (Gilbert et al., 2014; Turnbaugh

et al., 2007; Earthmicrobiome, 2025).
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9. Conclusiones

1. Se logro caracterizar una amplia diversidad de bacterias en la cavidad oral
y el veneno de las serpientes estudiadas, utilizando métodos
dependientes como independientes de cultivo. Esta diversidad bacteriana
varié entre las diferentes especies de serpientes analizadas, revelando
patrones especificos de colonizacion microbiana.

2. La caracterizacion de la microbiota oral en serpientes Viperidae mediante
métodos dependientes de cultivo reveld6 una comunidad bacteriana
dominada por bacterias Gram negativas (95% de los aislamientos), con
Morganella morganii (27%) y Providencia rettgeri (24%) como especies
mas prevalentes. Estos hallazgos coinciden con reportes globales de
infecciones post-mordedura, confirmando su papel como patdégenos
oportunistas en accidentes ofidicos.

3. Los métodos independientes de cultivo, basados en secuenciacion del gen
16S rRNA, ampliaron significativamente el conocimiento sobre la
diversidad microbiana. El analisis metagendémico identificé 247 variantes
de secuencia (ASVs) agrupadas en 14 filos, con predominio de
Proteobacteria (72.3%), Bacteroidetes (15.1%) y Firmicutes (8.4%). Esta
aproximacion detectd bacterias de relevancia clinica, como Aeromonas
(8.2%) y Clostridium (5.7%).

4. La comparacién entre especies demostré que Porthidium lansbergii
alberga la mayor diversidad bacteriana (9 especies), mientras Bothrops

asper presentd la menor (4 especies), lo que sugiere mecanismos
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inmunoldgicos especificos y mayor riesgo de infecciones polimicrobianas
en la primera.

Los meétodos tradicionales subestimaron la diversidad detectada por
secuenciacion, evidenciando la necesidad de integrar enfoques
moleculares. Sin embargo, los cultivos siguen siendo esenciales para
evaluar viabilidad bacteriana y perfiles de resistencia in vitro, como en el
caso de cepas de M. morganii resistentes a siete antibioticos, un hallazgo
critico para la produccion de antivenenos.

La integracion de métodos dependientes e independientes de cultivo
demostré ser crucial para una caracterizacion comprensiva de la
microbiota oral de las serpientes. Mientras que los métodos de cultivo
permitieron la identificacién y el andlisis de susceptibilidad antimicrobiana
de especies bacterianas cultivables, las técnicas de secuenciacion
revelaron una diversidad microbiana mucho mayor, incluyendo taxones no
cultivables. Esta aproximacion combinada proporciona una base soélida
para futuros estudios sobre la ecologia microbiana en reptiles y sus
implicaciones en la salud publica y la medicina veterinaria.

Se establecid una base de datos comprehensiva que incluye tanto las
bacterias identificadas por métodos dependientes de cultivo como las
detectadas por técnicas moleculares. Esta base de datos proporciona
informacion detallada sobre la composicion taxondmica de la microbiota
oral y del veneno de las serpientes estudiadas, incluyendo datos sobre la
abundancia relativa de diferentes taxones bacterianos y sus perfiles de

resistencia a antibioticos.
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10. Recomendaciones

e Ampliar el estudio a otras especies de serpientes venenosas presentes en
Panama para tener una vision mas completa de la diversidad bacteriana
en ofidios.

e Realizar estudios longitudinales para evaluar como cambia la microbiota
oral de las serpientes a lo largo del tiempo y en diferentes condiciones
ambientales.

e Investigar la relacion entre la composicibn de la microbiota oral y la
virulencia del veneno en diferentes especies de serpientes.

e Explorar el potencial biotecnoldgico de las bacterias identificadas,
especialmente aquellas con capacidades enzimaticas Unicas.

e Optimizar los protocolos de extraccion de ADN para aumentar el
rendimiento en muestras con baja biomasa bacteriana.

e Utilizar técnicas de secuenciacion de tercera generaciéon o ampliar a la
secuenciacion de las 9 regiones variables del gen 16S rRNA para obtener
lecturas mas largas que permitan una mejor resolucion taxonémica, que
nos permita la identificacion a nivel de especie.

e Utilizar la informaciéon sobre la microbiota para desarrollar probiéticos
especificos que puedan mejorar la salud de las serpientes en cautiverio.

e Considerar el impacto de los tratamientos antibidticos en la microbiota al

manejar serpientes enfermas o heridas.
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Desarrollar programas educativos para el personal médico sobre la
diversidad bacteriana asociada a mordeduras de serpientes y su
implicacion en el tratamiento.

Establecer una base de datos nacional sobre la microbiota de serpientes
venenosas que pueda ser consultada por profesionales de la salud en

casos de accidentes ofidicos.
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12. Anexos

Resistencias por bacteria y antibiotico

Trimetoprima/ Sulfametoxazol .
Meropenem I
Gentamicing I . Enterobacter cloacae
- . Marganella marganii
Fosfomicina
. Proteus vulgaris
B Ertapenem - . Providencia rettgeri
=
= R . .
o Ciprofloxacino I . Pseudomonas aeruginosa
=
é Ceftriaxona - . Pseudomonas luteala
S - . Pseudomonas putida
eTiazizima
. Serratia fonticala
Cefazolina _ . Sphingomonas paucimobilis
Ampicilina/ Sulbactam -
Amicacina I
0 10 20
MNamero de resistencias
Distribucion de Caracteristicas Bacterianas
R _
©
o
B
>
—
¥} Morfologia
o
o
©
O
S —— _

0 10 20 30
Cantidad de géneros
B 2erovia B Anaeroviafacuttativa ] cocovacios [l Gram-positiva

- Aerobia estricta . Bacilos . Cocos . Indeterminado
. Aerotolerante . Baston . Facultativa . Microaerdfila

. Anaerobia . Gram-negativa . Pleomérfica

Valor

Fuente: Estudio de la diversidad bacteriana presente en la cavidad oral y el veneno de serpientes de la familia
Viperidae en cautiverio.
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Introduction

Metagenomic studies are commonly performed by analyzing the prokaryotic 16S ribosomal
RNA gene (165 rRNA), which is approximately 1,500 bp long and contains nine variable
regions interspersed between conserved regions. Variable regions of 165 rRNA are frequently
used in phylogenetic classifications such as genus or species in diverse microbial
populations.

Which 165 rRNA region to sequence is an area of debate, and your region of interest might
vary depending on things such as experimental objectives, design, and sample type. This
protocol describes a method for preparing samples for sequencing the variable V3 and V4
regions of the 165 rRNA gene. This protocol can also be used for sequencing other regions
with different region-specific primers. This protocol combined with a benchtop sequencing
system, on-board primary analysis, and secondary analysis using MiSeq Reporter or
BaseSpace, provides a comprehensive workflow for 16S rRNA amplicon sequencing.

Workflow Summary:

1  Order amplicon primers—The protocol includes the primer pair sequences for the V3 and
V4 region that create a single amplicon of approximately ~460 bp. The protocol also
includes overhang adapter sequences that must be appended to the primer pair
sequences for compatibility with [llumina index and sequencing adapters. lllumina does
not sell these primers. They must be ordered from a third party. See Amplicon Primers,
on page 3 for more information on amplicon primers.

2 Prepare library—The protocol describes the steps to amplify the V3 and V4 region and
using a limited cycle PCR, add Illumina sequencing adapters and dual-index barcodes
to the amplicon target. Using the full complement of Nextera XT indices, up to 96
libraries can be pooled together for sequencing.

3 Sequence on MiSeq-Using paired 300-bp reads, and MiSeq v3 reagents, the ends of each
read are overlapped to generate high-quality, full-length reads of the V3 and V4 region
in a single 65-hour run. The MiSeq run output is approximately > 20 million reads and,
assuming 96 indexed samples, can generate > 100,000 reads per sample, commonly
recognized as sufficient for metagenomic surveys.

4 Analyze on MSR or BaseSpace-The Metagenomics workflow is a secondary analysis
option built into the MiSeq Reporter (on-system software) or available on BaseSpace
(cloud-based software). The Metagenomics Workflow performs a taxonomic
classification using the Greengenes database showing genus or species level
classification in a graphical format.

This protocol can be used to sequence alternative regions of the 16S rRNA gene and for other

targeted amplicon sequences of interest. When using this protocol for amplicon sequencing

other than 16S rRNA, use the Generate FASTQ Workflow (secondary analysis option). For

more information, see MiSeq Reporter Metagenomics Workflow, on page 20.

? DISCLAIMER

The information in this Illumina Demonstrated Protocol is being provided as a courtesy; in
some cases reagents are required to be purchased from non-authorized third-party suppliers.

IMlumina does not guarantee nor promises technical support for the performance of our
products used with reagents purchased from a non-authorized third-party supplier.
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Figure 1 16S V3 and V4 Amplicon Workflow

PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Forward primer overhang adapter:
5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’
Region of interest-specific primer

\ Reverse primer overhang adapter:

5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

N =

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera® XT Index Kit

Region of interest-specific primer

Ps \

Index 2

==\, Index 1
P7

Normalize and pool libraries

Sequence
User-defined forward and reverse primers that are complementary upstream and downstream of the
region of interest are designed with overhang adapters, and used to amplify templates from genomic
DNA. A subsequent limited-cycle amplification step is performed to add multiplexing indices and
Illumina sequencing adapters. Libraries are normalized and pooled, and sequenced on the MiSeq
system using v3 reagents.

Amplicon Primers

The gene-specific sequences used in this protocol target the 165 V3 and V4 region. They
are selected from the Klindworth et al. publication (Klindworth A, Pruesse E, Schweer T,
Peplles J, Quast C, et al. (2013) Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene PCR
primers for classical and next-generation sequencing-based diversity studies. Nucleic
Acids Res 41(1).) as the most promising bacterial primer pair. lllumina adapter
overhang nucleotide sequences are added to the gene-specific sequences. The full length
primer sequences, using standard [IUPAC nucleotide nomenclature, to follow the protocol
targeting this region are:

16S Amplicon PCR Forward Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
This method can also be utilized to target other regions on the genome (either for 16S
with other sets of primer pairs, or non-16S regions throughout the genome; ie any
amplicon). The overhang adapter sequence must be added to the locus-specific primer
for the region to be targeted (Figure 1). The Illumina overhang adapter sequences to be
added to locus-specific sequences are:

Forward overhang: 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[locus-
specific sequence]

Reverse overhang: 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[locus-
specific sequence]



Introduction
Page 4

* The following considerations are recommended for designing other locus-specific
primers:

a Illumina recommends targeting regions that result in an amplicon that when
sequenced with paired-end reads has at least ~50 bp of overlapping sequence in the
middle. For example, if running 2x300 bp paired-end reads Illumina recommends
having an insert size of 550 bp or smaller so that the bases sequenced at the end of
each read overlap.

b The locus-specific portion of primer (not including overhang sequence) must have a
melting temperature (Tm) of 60°-65°C. You can use online PCR primer sequence
analysis tools (e.g. http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) to
check the properties of primer designs. For the Tm calculation only, the gene-specific
portion must be used in calculation. For hairpin and dimer calculations, the fully-
assembled primer sequence (including the overhang) should be used.

¢ Illumina recommends using standard desalting purification when ordering oligo
primer sets.

NOTE
'? For more information on reagents used in the protocol, see Consumables and Equipment,
on page 21.
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16S Library Preparation Workflow

The following diagram illustrates the workflow using the 16S Library Preparation Protocol.
Safe stopping points are marked between steps.

Figure 2 16S Library Preparation Workflow
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Amplicon PCR

This step uses PCR to amplify template out of a DNA sample using region of interest-
specific primers with overhang adapters attached. For more information on primer
sequences, see Amplicon Primers, on page 3.

Consumables

NOTE
'? For more information on consumables and equipment for this protocol see Consumables and
Equipment, on page 21.

Item Quantity Storage
Microbial Genomic DNA (5 ng/ulin 10 mM 2.5 ul per sample -15° to -25°C
Tris pH 8.5)

Amplicon PCR Reverse Primer (1 uM) 5 ul per sample -15° to -25°C
Amplicon PCR Forward Primer (1 uM) 5 ul per sample -15° to -25°C
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12.5 pl per sample -15° to -25°C

Microseal 'A’ film
96-well 0.2 ml PCR plate 1 plate

[Optional] Bioanalyzer chip (Agilent DNA 1000
kit catalog # 5067-1504)

Procedure
1 Set up the following reaction of DNA, 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix, and primers:

Volume
Microbial DNA (5 ng/pl) 2.5 ul
Amplicon PCR Forward Primer 1 uM 5 ul
Amplicon PCR Reverse Primer 1 uM 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12.5 ul

Total 25 ul
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2 Seal plate and perform PCR in a thermal cycler using the following program:
95°C for 3 minutes
25 cycles of:
95°C for 30 seconds
55°C for 30 seconds
72°C for 30 seconds
72°C for 5 minutes
Hold at 4°C

3 [Optional] Run 1 pl of the PCR product on a Bioanalyzer DNA 1000 chip to verify the
size. Using the V3 and V4 primer pairs in the protocol, the expected size on a
Bioanalyzer trace after the Amplicon PCR step is ~550 bp.

Figure 3 Example Bioanalyzer Trace after Amplicon PCR Step

[FUI | |
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PCR Clean-Up

This step uses AMPure XP beads to purify the 165 V3 and V4 amplicon away from free
primers and primer dimer species.

Consumables
Item Quantity Storage
10 mM Tris pH 8.5 52.5 ul per sample -15° to -25°C
AMPure XP beads 20 ul per sample 2°to 8°C
Freshly Prepared 80% Ethanol (EtOH) 400 ul per sample
96-well 0.2 ml PCR plate 1 plate

[Optional] Microseal B’ film

[Optional] 96-well MIDI plate 1 plate

Preparation
* Bring the AMPure XP beads to room temperature.

Procedure

1 Centrifuge the Amplicon PCR plate at 1,000 x g at 20°C for 1 minute to collect
condensation, carefully remove seal.

2 [Optional - for use with shaker for mixing] Using a multichannel pipette set to 25 pl,
transfer the entire Amplicon PCR product from the PCR plate to the MIDI plate. Change
tips between samples.

NOTE
? Transfer the sample to a 96-well MIDI plate if planning to use a shaker for mixing. If
mixing by pipette, the sample can remain in the 96-well PCR plate.

3 Vortex the AMPure XP beads for 30 seconds to make sure that the beads are evenly
dispersed. Add an appropriate volume of beads to a trough depending on the number of
samples processing.

4 Using a multichannel pipette, add 20 pl of AMPure XP beads to each well of the
Amplicon PCR plate. Change tips between columns.

5 Gently pipette entire volume up and down 10 times if using a 96-well PCR plate or seal
plate and shake at 1800 rpm for 2 minutes if using a MIDI plate.

6 Incubate at room temperature without shaking for 5 minutes.
7  Place the plate on a magnetic stand for 2 minutes or until the supernatant has cleared.

8 With the Amplicon PCR plate on the magnetic stand, use a multichannel pipette to
remove and discard the supernatant. Change tips between samples.
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With the Amplicon PCR plate on the magnetic stand, wash the beads with freshly

prepared 80% ethanol as follows:

a Using a multichannel pipette, add 200 pl of freshly prepared 80% ethanol to each
sample well.

b Incubate the plate on the magnetic stand for 30 seconds.

¢ Carefully remove and discard the supernatant.

With the Amplicon PCR plate on the magnetic stand, perform a second ethanol wash as

follows:

a Using a multichannel pipette, add 200 pl of freshly prepared 80% ethanol to each
sample well.

b Incubate the plate on the magnetic stand for 30 seconds.

¢ Carefully remove and discard the supernatant.

d Use a P20 multichannel pipette with fine pipette tips to remove excess ethanol.

With the Amplicon PCR plate still on the magnetic stand, allow the beads to air-dry for
10 minutes.

Remove the Amplicon PCR plate from the magnetic stand. Using a multichannel pipette,
add 52.5 pl of 10 mM Tris pH 8.5 to each well of the Amplicon PCR plate.

Gently pipette mix up and down 10 times, changing tips after each column (or seal plate
and shake at 1800 rpm for 2 minutes). Make sure that beads are fully resuspended.

Incubate at room temperature for 2 minutes.
Place the plate on the magnetic stand for 2 minutes or until the supernatant has cleared.

Using a multichannel pipette, carefully transfer 50 ul of the supernatant from the
Amplicon PCR plate to a new 96-well PCR plate. Change tips between samples to avoid
cross-contamination.

SAFE STOPPING POINT

If you do not immediately proceed to Index PCR, seal plate with Microseal “B”
adhesive seal and store it at -15° to -25°C for up to a week.
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Index PCR

This step attaches dual indices and lllumina sequencing adapters using the Nextera XT

Index Kit.
Consumables
Item Quantity Storage
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul per sample -15° to -25°C
Nextera XT Index 1 Primers (N7XX) from the 5 ul per sample -15° to -25°C
Nextera XT Index kit
(FC-131-1001 or FC-131-1002)
Nextera XT Index 2 Primers (S5XX) from the 5 ul per sample -15° to -25°C
Nextera XT Index kit (FC-131-1001 or FC-131-
1002)
PCR Grade Water 10 pl per sample
TruSeq Index Plate Fixture (FC-130-1005) 1
96-well 0.2 ml PCR plate 1 plate
Microseal 'A’ film 1
Procedure

1 Using a multichannel pipette, transfer 5 pl from each well to a new 96-well plate. The
remaining 45 pl is not used in the protocol and can be stored for other uses.

2 Arrange the Index 1 and 2 primers in a rack (i.e. the TruSeq Index Plate Fixture) using
the following arrangements as needed:
a Arrange Index 2 primer tubes (white caps, clear solution) vertically, aligned with
rows A through H.
b Arrange Index 1 primer tubes (orange caps, yellow solution) horizontally, aligned
with columns 1 through 12.
For more information on index selection, see Dual Indexing Principle, on page 23.
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Figure 4 TruSeq Index Plate Fixture

A Index 2 primers (white caps)
B Index 1 primers (orange caps)
C 96-well plate

3  Place the 96-well PCR plate with the 5 pl of resuspended PCR product DNA in the
TruSeq Index Plate Fixture.

4 Set up the following reaction of DNA, Index 1 and 2 primers, 2x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix, and PCR Grade water:

Volume
DNA 5ul
Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5ul
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
PCR Grade water 10 pl
Total 50 ul

5 Gently pipette up and down 10 times to mix.
6 Cover the plate with Microseal 'A'.
7  Centrifuge the plate at 1,000 x g at 20°C for 1 minute.
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8 DPerform PCR on a thermal cycler using the following program:
95°C for 3 minutes
8 cycles of:
95°C for 30 seconds
55°C for 30 seconds
72°C for 30 seconds
72°C for 5 minutes
Hold at 4°C
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PCR Clean-Up 2

This step uses AMPure XP beads to clean up the final library before quantification.
Consumables

Item Quantity Storage

10 mM Tris pH 8.5 27.5 ul per sample -15° to -25°C

AMPure XP beads 56 ul per sample 2°to 8°C

Freshly Prepared 80% Ethanol (EtOH) 400 pl per sample

96-well 0.2 ml PCR plate 1 plate

[Optional] Microseal B’ film

[Optional] 96-well MIDI plate 1 plate
Procedure
1 Centrifuge the Index PCR plate at 280 x g at 20°C for 1 minute to collect condensation.
2 [Optional - for use with shaker for mixing] Using a multichannel pipette set to 50 pl,
transfer the entire Index PCR product from the PCR plate to the MIDI plate. Change tips
between samples.
NOTE
Transfer the sample to a 96-well MIDI plate if planning to use a shaker for mixing. If
mixing by pipette, the sample can remain in the 96-well PCR plate.
3 Vortex the AMPure XP beads for 30 seconds to make sure that the beads are evenly
dispersed. Add an appropriate volume of beads to a trough.
4 Using a multichannel pipette, add 56 pl of AMPure XP beads to each well of the Index
PCR plate.
5 Gently pipette mix up and down 10 times if using a 96-well PCR plate or seal plate and
shake at 1800 rpm for 2 minutes if using a MIDI plate.
6 Incubate at room temperature without shaking for 5 minutes.
7  Place the plate on a magnetic stand for 2 minutes or until the supernatant has cleared.
8 With the Index PCR plate on the magnetic stand, use a multichannel pipette to remove
and discard the supernatant. Change tips between samples.
9  With the Index PCR plate on the magnetic stand, wash the beads with freshly prepared

80% ethanol as follows:

a Using a multichannel pipette, add 200 pl of freshly prepared 80% ethanol to each
sample well.

b Incubate the plate on the magnetic stand for 30 seconds.

¢ Carefully remove and discard the supernatant.
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10 With the Index PCR plate on the magnetic stand, perform a second ethanol wash as
follows:
a Using a multichannel pipette, add 200 pl of freshly prepared 80% ethanol to each
sample well.
b Incubate the plate on the magnetic stand for 30 seconds.
¢ Carefully remove and discard the supernatant.
d Use a P20 multichannel pipette with fine pipette tips to remove excess ethanol.

11 With the Index PCR plate still on the magnetic stand, allow the beads to air-dry for 10
minutes.

12 Remove the Index PCR plate from the magnetic stand. Using a multichannel pipette,
add 27.5 pl of 10 mM Tris pH 8.5 to each well of the Index PCR plate.

13 If using a 96-well PCR plate, gently pipette mix up and down 10 times until beads are
fully resuspended, changing tips after each column. If using a MIDI plate, seal plate and
shake at 1800 rpm for 2 minutes.

14 Incubate at room temperature for 2 minutes.
15 Place the plate on the magnetic stand for 2 minutes or until the supernatant has cleared.

16 Using a multichannel pipette, carefully transfer 25 ul of the supernatant from the Index
PCR plate to a new 96-well PCR plate. Change tips between samples to avoid cross-
contamination.

SAFE STOPPING POINT
If you do not plan to proceed to Library Quantification, Normalization, and Pooling, on page

16, seal the plate with Microseal “B” adhesive seal. Store the plate at -15° to -25°C for
up to a week.
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[Optional] Validate Library

Run 1 pl of a 1:50 dilution of the final library on a Bioanalyzer DNA 1000 chip to verify the
size. Using the V3 and V4 primer pairs in the protocol, the expected size on a Bioanalyzer
trace of the final library is ~630 bp.

Figure 5 Example Bioanalyzer Trace of Final Library
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Library Quantification, Normalization, and Pooling

Illumina recommends quantifying your libraries using a fluorometric quantification method
that uses dsDNA binding dyes.

Calculate DNA concentration in nM, based on the size of DNA amplicons as determined by
an Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer trace:

(concentration in ng/ul) x 10¢ concentration in nM

(660 g/mol x average library size)

For example:

15 ng/ul x 106 = 45nM
(660 g/mol x 500)

Dilute concentrated final library using Resuspension Buffer (RSB) or 10 mM Tris pH 8.5 to 4
nM. Aliquot 5 ul of diluted DNA from each library and mix aliquots for pooling libraries
with unique indices. Depending on coverage needs, up to 96 libraries can be pooled for one
MiSeq run.

For metagenomics samples, >100,000 reads per sample is sufficient to fully survey the
bacterial composition. This number of reads allows for sample pooling to the maximum
level of 96 libraries, given the MiSeq output of > 20 million reads.
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Library Denaturing and MiSeq Sample Loading

In preparation for cluster generation and sequencing, pooled libraries are denatured with
NaOH, diluted with hybridization buffer, and then heat denatured before MiSeq sequencing.
Each run must include a minimum of 5% PhiX to serve as an internal control for these low-
diversity libraries. lllumina recommends using MiSeq v3 reagent kits for improved run

metrics.

Consumables
Item Quantity Storage
10 mM Tris pH 8.5 or RSB (Resuspension Buffer) | 6 ul -15° to -25°C
HT1 (Hybridization Buffer) 1540 ul -15° to -25°C
0.2 N NaOH (less than a week old) 10 ul -15° to -25°C
PhiX Control Kit v3 (FC-110-3001) 4 ul -15° to -25°C
MiSeq reagent cartridge 1 cartridge -15° to -25°C
1.7 ml microcentrifuge tubes (screw cap 3 tubes
recommended)
2.5 L ice bucket

Preparation

1 Set a heat block suitable for 1.7 ml microcentrifuge tubes to 96°C

2 Remove a MiSeq reagent cartridge from -15°C to -25°C storage and thaw at room
temperature.
3 In an ice bucket, prepare an ice-water bath by combining 3 parts ice and 1 part water.
Denature DNA
1 Combine the following volumes of pooled final DNA library and freshly diluted 0.2 N
NaOH in a microcentrifuge tube:
4 nM pooled library (5 pl)
0.2 N NaOH (5 pl)
2 Set aside the remaining dilution of 0.2 N NaOH to prepare a PhiX control within the
next 12 hours.
3 Vortex briefly to mix the sample solution, and then centrifuge the sample solution at 280
x g at 20°C for 1 minute.
4 Incubate for 5 minutes at room temperature to denature the DNA into single strands.
5 Add the following volume of pre-chilled HT1 to the tube containing denatured DNA:

Denatured DNA (10 pl)
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Pre-chilled HT1 (990 ul)
Adding the HT1 results in a 20 pM denatured library in 1 mM NaOH.

6 Place the denatured DNA on ice until you are ready to proceed to final dilution.

Dilute Denatured DNA
1 Dilute the denatured DNA to the desired concentration using the following example:

NOTE

'? IMlumina recommends targeting 800-1000 K/mm? raw cluster densities using MiSeq v3
reagents. It is suggested to start your first run using a 4 pM loading concentration and
adjust subsequent runs appropriately.

Final

2 pM 4 pM M M 10 pM
Concentration P P P 5P 0P
20 pM denatured 60 ul 120 pl 180 pl 240 ul 300 ul
library
Pre-chilled HT1 540 ul 480 ul 420 ul 360 pl 300 ul

2 Invert several times to mix and then pulse centrifuge the DNA solution.
3 DPlace the denatured and diluted DNA on ice.

Denature and Dilution of PhiX Control

Use the following instructions to denature and dilute the 10 nM PhiX library to the same
loading concentration as the Amplicon library. The final library mixture must contain at
least 5% PhiX.
1 Combine the following volumes to dilute the PhiX library to 4 nM:

10 nM PhiX library (2 pl)

10 mM Tris pH 8.5 (3 ul)
2 Combine the following volumes of 4 nM PhiX and 0.2 N NaOH in a microcentrifuge

tube:
4 nM PhiX library (5 ul)
0.2 N NaOH (5 ul)

3 Vortex briefly to mix the 2 nM PhiX library solution.

4 Incubate for 5 minutes at room temperature to denature the PhiX library into single
strands.

5 Add the following volumes of pre-chilled HT1 to the tube containing denatured PhiX
library to result in a 20 pM PhiX library:
Denatured PhiX library (10 ul)
Pre-chilled HT1 (990 ul)

6 Dilute the denatured 20 pM PhiX library to the same loading concentration as the
Amplicon library as follows:
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Final 2 pM 4 pM 6 pM 8 pM 10 pM
Concentration P P p P P
20 pM denatured 60 ul 120 pl 180 pl 240 ul 300 ul
library
Pre-chilled HT1 540 ul 480 pl 420 pl 360 ul 300 ul
7 Invert several times to mix and then pulse centrifuge the DNA solution.

8

Place the denatured and diluted PhiX on ice.

Combine Amplicon Library and PhiX Control

1

NOTE

The recommended PhiX control spike-in of > 5% for low diversity libraries is possible with

RTA v1.17.28 or later, which is bundled with MCS v2.2. For optimal performance, update to v3

software (MCS 2.3). If you are using an older version of the MiSeq software or sequencing

these libraries on the GA or HiSeq, Illumina recommends using > 25% PhiX control spike-in.
Combine the following volumes of denatured PhiX control library and your denatured
amplicon library in a microcentrifuge tube:

Denatured and diluted PhiX control (30 pl)

Denatured and diluted amplicon library (570 ul)

Set the combined sample library and PhiX control aside on ice until you are ready to
heat denature the mixture immediately before loading it onto the MiSeq v3 reagent
cartridge.

Using a heat block, incubate the combined library and PhiX control tube at 96°C for 2
minutes.

After the incubation, invert the tube 1-2 times to mix and immediately place in the ice-
water bath.

Keep the tube in the ice-water bath for 5 minutes.

NOTE
; Perform the heat denaturation step immediately before loading the library into the MiSeq
reagent cartridge to ensure efficient template loading on the MiSeq flow cell.
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MiSeq Reporter Metagenomics Workflow

After samples are loaded, the MiSeq system provides on-instrument secondary analysis
using the MiSeq Reporter software (MSR). MSR provides several options for analyzing
MiSeq sequencing data. For this demonstrated 16S protocol, select the Metagenomics
workflow.

By following this 16S Metagenomics protocol, the Metagenomics workflow classifies
organisms from your V3 and V4 amplicon using a database of 16S rRNA data. The
classification is based on the Greengenes database (http://greengenes.lbl.gov/). The output of
this workflow is a classification of reads at several taxonomic levels: kingdom, phylum,
class, order, family, genus, and species. The analysis output includes:

* C(lusters Graph — shows numbers of raw cluster, clusters passing filter, clusters that did
not align, clusters not associated with an index, and duplicates.

* Sample Table — summarizes the sequencing results for each sample.

* Cluster Pie Chart — a graphical representation of the classification breakdown for each
sample.

See the MiSeq Reporter Metagenomics Workflow — Reference Guide (Part # 15042317) for detailed
instructions and guidance.

The method described in this 165 Metagenomics protocol can be used for any targeted
amplicon sequencing, relevant to virus research, mutation detection, or other microbiology-
related studies. If you use the protocol for other targeted amplicon sequencing studies, select
the MiSeq Reporter Generate FASTQ Workflow for on-instrument generation of FASTQ files
for downstream analysis. For specific guidance on the Generate FASTQ Workflow, see the
MiSeq Reporter Generate FASTQ Workflow — Reference Guide (Part # 15042322).
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Supporting Information

The protocols described in this guide assume that you are familiar with the contents of this
section and have obtained all of the requisite equipment and consumables.

Acronyms
Table 1 Acronyms
Acronym Definition

HT1 Hybridization Buffer

IEM IMlumina Experiment Manager
MSR MiSeq Reporter

PCR Polymerase Chain Reaction
rRNA Ribosomal RNA

RSB Resuspension Buffer

Consumables and Equipment

Check to make sure that you have all of the necessary user-supplied consumables and

equipment before proceeding to sample preparation.

Table 2 User-Supplied Consumables

Consumable

Supplier

1.7 ml microcentrifuge tubes
10 pl barrier pipette tips

10 pl multichannel pipettes
10 pl single channel pipettes
20 ul barrier pipette tips

20 pl multichannel pipettes
20 pl single channel pipettes
200 pl barrier pipette tips
200 pl multichannel pipettes
200 pl single channel pipettes

1000 ul barrier pipette tips

General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier
General lab supplier

General lab supplier
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Supplier

1000 pul multichannel pipettes
1000 pl single channel pipettes

96-well 0.2 ml skirtless PCR plates
or
Twin.Tec 96-well PCR plates

Agencourt AMPure XP 60 ml kit

Ethanol 200 proof (absolute) for molecular biology
(500 ml)

Amplicon PCR Forward Primer (Standard desalting)
Amplicon PCR Reverse Primer (Standard desalting)
KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X)

Microseal ‘A’ adhesive seals

Microseal ‘B” adhesive seals

MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle)

Nextera XT Index Kit

PhiX Control Kit v3
PCR grade water

Fluorometric quantitation with dsDNA binding dye
reagents

RNase/DNase-free 8-well PCR strip tubes and caps

RNase/DNase-free multichannel reagent reservoirs,
disposable

Tris-HC110 mM, pH 8.5
[Optional] 96-well storage plates, round well, 0.8 ml
(“MIDI” plate)

Table 3 User-Supplied Equipment

General lab supplier
General lab supplier

Bio-Rad, part # MSP-9601

Beckman Coulter Genomics,
part # A63881

Sigma-Aldrich, part # E7023

KAPA Biosystems, part # KK2601
Bio-Rad, part # MSA-5001
Bio-Rad, part # MSB-1001
IMlumina, catalog # MS-102-3003

IMlumina, catalog # FC-131-1001
or
MMlumina, catalog # FC-131-1002

Illumina, catalog # FC-110-3001
General lab supplier

General lab supplier

General lab supplier

VWR, part # 89094-658

General lab supplier

Fisher Scientific, part # AB-0859

Equipment Supplier
2.5 Lice bucket General lab supplier
96-well thermal cycler General lab supplier

(with heated lid)
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Equipment Supplier

Fluorometer for quantitation with General lab supplier

dsDNA binding dyes

Magnetic stand-96 Life Technologies, catalog # AM10027
Microplate centrifuge General lab supplier

TruSeq Index Plate Fixture Kit (reusable) IMlumina, catalog # FC-130-1005

[Optional] 2100 Bioanalyzer Desktop System Agilent, part # G2940CA
[Optional] Agilent DNA 1000 Kit Agilent, part # 5067-1504

[Optional] High Speed Micro Plate Shaker VWR, catalog # 13500-890 (110V/120V)
or
VWR, catalog # 14216-214 (230V)

Dual Indexing Principle

The dual indexing strategy uses two 8 base indices, Index 1 (i7) adjacent to the P7 sequence,
and Index 2 (i5) adjacent to the P5 sequence. Dual indexing is enabled by adding a unique
Index 1 (i7) and Index 2 (i5) to each sample. The 96 sample Nextera XT Index Kit (FC-131-
1002) use 12 different Index 1 (i7) adapters (N701-N712) and 8 different Index 2 (i5)
adapters (5501-5508). The 24 sample Nextera XT Index Kit (FC-131-1001) uses 6 different
Index 1 (i7) adapters (N701-N706) and 4 different Index 2 (i5) adapters (S501-S504). In the
Index adapter name, the N or S refers to Nextera XT sample preparation, 7 or 5 refers to
Index 1 (i7) or Index 2 (i5), respectively. The 01-12 refers to the Index number. A list of index
sequences is provided for generating sample sheets to demultiplex the samples:

Index 1 (i7) Sequence Index 2 (i5) Sequence
N701 TAAGGCGA S501 TAGATCGC
N702 CGTACTAG 5502 CTCTCTAT
N703 AGGCAGAA S503 TATCCTCT
N704 TCCTGAGC S504 AGAGTAGA
N705 GGACTCCT S505 GTAAGGAG
N706 TAGGCATG S506 ACTGCATA
N707 CTCTCTAC S507 AAGGAGTA
N708 CAGAGAGG S508 CTAAGCCT
N709 GCTACGCT

N710 CGAGGCTG

N711 AAGAGGCA

N712 GTAGAGGA

Low Plexity Pooling Guidelines

[llumina uses a green laser or LED to sequence G/T and a red laser or LED to sequence A/C.
At each cycle, at least one of two nucleotides for each color channel are read to ensure proper
registration. It is important to maintain color balance for each base of the index read being
sequenced, otherwise index read sequencing could fail due to registration failure. If you
choose the dual-indexed sequencing workflow, always use at least two unique and
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compatible barcodes for each index (index 1 and index 2). The following tables illustrate
possible pooling strategies:

Table 4 Libraries Pooled: 6 or fewer; Sequencing Workflow: Single Index

Plex Index 1 (i7) Selection Index 2 (i5) Selection
1-plex (no Any Index 1 adapter Any Index 2 adapter
pooling)

2-plex e [option 1] N702 and N701

e [option 2] N702 and N704

3-plex e [option 1] N701, N702, and N704
e [option 2] N703, N705, and N706

4- or 5-plex e [option 1] N701, N702, N704, and
any other Index 1 adapter

e [option 2] N703, N705, N706, and
any other Index 1 adapter

6-plex N701, N702, N703, N704, N705, and
N706

Table 5 Sequencing Workflow: Single or Dual Index

Plex Index 1 (i7) Selection Index 2 (i5) Selection

7-12 plex, Dual e [option 1] N701, N702, N704, and e [option 1] S501 and S502

Index any other Index 1 adapter (as e [option 2] S503 and S504
needed) ¢ [option 3] S505 and S506

[option 2] N703, N705, N706, and
any other Index 1 adapter (as
needed)

7-12 plex, Single | ¢ N701-N706 and any other Index1 ¢ Any Index 2 (i5) adapter
Index adapter (as needed)

(96 sample

Nextera Index

adapter kit)

Greater than 12- | N701, N702, N703, N704, N705, e [option 1] S501, S502, and any
plex N706, and any other Index 1 adapter other Index 2 adapter (as needed)

e [option 2] S503, S504, and any
other Index 2 adapter (as needed)

e [option 3] S505, 5506, and any
other Index 2 adapter (as needed)
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These strategies represent only some of the acceptable combinations. Alternatively, check the
real sequences of each index in the tables to make sure that each base position has a signal
in both color channels for the index read:

Good Bad
Index 1 Index 2 Index 1 Index 2
705 | GGACTCCT 503 | TATCCTCT 705 | GGACTCCT 502 | CTCTCTAT
706 | TAGGCATG 503 | TATCCTCT 706 | TAGGCATG 502 | CTCTCTAT
701 TAAGGCGA 504 | AGAGTAGA 701 TAAGGCGA 503 | TATCCTCT
702 | CGTACTAG 504 | ACAGTAGA 702 | CGTACTAG 503 | TATCCTCT
NANANANAY VANV VANV VA xoexx

V=signal in both color
x=signal missing in one color channel

Prevent PCR Product Contamination

The PCR process is commonly used in the laboratory to amplify specific DNA sequences.
Unless proper laboratory hygiene is used, PCR products can contaminate reagents,
instrumentation, and genomic DNA samples, causing inaccurate and unreliable results. PCR
product contamination can shut down lab processes and significantly delay normal
operations.
Make sure that the lab is set up appropriately to reduce the risk of PCR product
contamination:
* Physically Separate Pre-PCR and Post-PCR Areas
Physically separate laboratory space where pre-PCR processes are performed (DNA
extraction, quantification, and normalization) from the laboratory space where PCR
products are made and processed (post-PCR processes).
Never use the same sink to wash pre-PCR and post-PCR troughs.
Never share water purification systems for pre-PCR and post-PCR processes.
Store all supplies used in the protocols in the pre-PCR area, and transfer to the post-
PCR area as needed.
* Use Dedicated Equipment and Supplies
Dedicate separate full sets of equipment and supplies (pipettes, centrifuges, oven,
heat block, etc.) to pre-PCR and post-PCR lab processes, and never share between
processes.
Dedicate separate storage areas (freezers and refrigerators) to pre-PCR and post-PCR
consumables.
Because the pre- and post-amplification reagents are shipped together, it is important to
unpack the reagents in the pre-PCR lab area. After unpacking the reagents, move the post-
amplification reagents to the proper post-PCR storage area.

Pre-PCR and Post-PCR Lab Procedures

To prevent PCR product contamination, it is important to establish lab procedures and
follow best practices. llumina recommends daily and weekly cleaning of lab areas using
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0.5% Sodium Hypochlorite (10% Bleach).

CAUTION
To prevent sample or reagent degradation, make sure that all vapors from the cleaning
solution have fully dissipated before beginning any processes.

Daily Cleaning of Pre-PCR Area

A daily cleaning of the pre-PCR area using a 0.5% Sodium Hypochlorite (10% Bleach)
solution helps to eliminate PCR product that has entered the pre-PCR area.
Identify pre-PCR areas that pose the highest risk of contamination, and clean these areas
with a 0.5% Sodium Hypochlorite (10% Bleach) solution before beginning any pre-PCR
processes. High-risk areas might include, but are not limited to, the following items:

* Benchtops

* Door handles

* Refrigerator/freezer door handles

e Computer mouse

* Keyboards

Daily Cleaning of Post-PCR Area

Reducing the amount of PCR product in the post-PCR area helps reduce the risk of
contamination in the pre-PCR area. Daily cleaning of the post-PCR area using a 0.5%
Sodium Hypochlorite (10% Bleach) solution helps reduce the risk of contamination.
Identify post-PCR areas that pose the highest risk of contamination, and clean these areas
with a 0.5% Sodium Hypochlorite (10% Bleach) solution daily. High-risk areas might
include, but are not limited to, the following items:

* Thermal cyclers

* Bench space used to process amplified DNA
* Door handles

* Refrigerator/freezer door handles

e Computer mouse

* Keyboards

Weekly Cleaning of All Lab Areas
One time a week, perform a thorough cleaning of the pre-PCR and post-PCR areas using
0.5% Sodium Hypochlorite (10% Bleach).

* (lean all benchtops and laboratory surfaces.

* (lean all instruments that are not cleaned daily.

* Thoroughly mop lab floors.

* Make sure that personnel responsible for weekly cleaning are properly trained on

prevention of PCR product contamination.

Items Fallen to the Floor

The floor is contaminated with PCR product transferred on the shoes of individuals coming
from the post-PCR area; therefore, anything falling to the floor must be treated as
contaminated.
* Disposable items that have fallen to the floor, such as empty tubes, pipette tips, gloves,
lab coat hangers, must be discarded.



Supporting Information

Page 27

Non-disposable items that have fallen to the floor, such as a pipette or an important
sample container, must be immediately and thoroughly cleaned. Use a 0.5% Sodium
Hypochlorite (10% Bleach) solution to remove PCR product contamination.

Clean any lab surface that has come in contact with the contaminated item. Individuals
handling anything that has fallen to the floor, disposable or non-disposable, must
discard their lab gloves and put on a new pair.

Best Practices

When preparing libraries for sequencing, always adhere to good molecular biology practices.
Read through the entire protocol before starting to make sure that all of the required
materials are available and your equipment is programmed and ready to use.

Handling Liquids
Good liquid handling measures are essential, particularly when quantifying libraries or
diluting concentrated libraries for making clusters.

Small differences in volumes (0.5 ul) can sometimes cause large differences in cluster
numbers (~100,000).

Small volume pipetting can be a source of potential error in protocols requiring the
generation of standard curves, such as qPCR, or small but precise volumes, such as the
Agilent Bioanalyzer.

If small volumes are unavoidable, use due diligence to make sure that pipettes are
correctly calibrated.

Make sure that pipettes are not used at the volume extremes of their performance
specifications.

Prepare the reagents for multiple samples simultaneously, to minimize pipetting errors,
especially with small volume enzyme additions. As a result, pipette one time from the
reagent tubes with a larger volume, rather than many times with small volumes. Aliquot
to individual samples in a single pipetting movement to allow for standardization
across multiple samples.

Handling Magnetic Beads

1

NOTE

Cleanup procedures have only been validated using the 96-well plates and the magnetic stand
specified in the Consumables and Equipment list. Comparable performance is not guaranteed
when using a microcentrifuge tube or other formats, or other magnets.

Before use, allow the beads to come to room temperature.

Do not reuse beads. Always add fresh beads when performing these procedures.
Immediately before use, vortex the beads until they are well dispersed and the color of
the liquid is homogeneous.

When pipetting the beads, pipette slowly and dispense slowly due to the viscosity of the
solution.

Take care to minimize bead loss, which can affect final yields.

Change the tips for each sample, unless specified otherwise.

Let the mixed samples incubate at room temperature for the time indicated in the
protocol for maximum recovery.
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*  When removing and discarding supernatant from the wells, use a single channel or
multichannel pipette and take care not to disturb the beads.

*  When aspirating the cleared solution from the reaction plate and wash step, it is
important to keep the plate on the magnetic stand and not disturb the separated
magnetic beads. Aspirate slowly to prevent the beads from sliding down the sides of the
wells and into the pipette tips.

* To prevent the carryover of beads after elution, approximately 2.5 ul of supernatant is
left when the eluates are removed from the bead pellet.

* Be sure to remove all of the ethanol from the bottom of the wells, as it can contain
residual contaminants.

* Keep the reaction plate on the magnetic stand and let it air-dry at room temperature to
prevent potential bead loss due to electrostatic forces. Allow for the complete
evaporation of residual ethanol, because the presence of ethanol affects the performance
of the subsequent reactions. lllumina recommends at least minutes drying time, but a
longer drying time can be required. Remaining ethanol can be removed with a 10 pl
pipette.

* Avoid over drying the beads, which can impact final yields.

* Do not scrape the beads from the edge of the well using the pipette tip.

* To maximize sample recovery during elution, incubate the sample/bead mix for
2 minutes at room temperature before placing the samples onto the magnet.

Avoiding Cross-Contamination
Practice the following to avoid cross-contamination:
* Open only one adapter tube at a time.
* Change the tips for each sample, unless specified otherwise.
* Pipette carefully to avoid spillage.
* C(lean pipettes and change gloves between handling different adapter stocks.
* Clean work surfaces thoroughly before and after the procedure.

Potential DNA Contaminants

When handling and processing samples using this protocol, use best practices to avoid PCR
contamination, as you would when preparing PCR amplicons.

Temperature Considerations

Temperature is an important consideration for making libraries:
* Keep libraries at temperatures <37°C, except where specifically noted.
* DPlace reagents on ice after thawing at room temperature.

Equipment
* Review the programming instructions for your thermal cycler user guide to make sure
that it is programmed appropriately using the heated lid function.
* Itis acceptable to use the thermal cycler tracked heating lid function.
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