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Resumen

Titulo: Identificacion taxonomica de bacterias cultivables de la cavidad oral de Porthidium lansbergii (Serpentes:
Viperidae)”

Autores: Bayona-Serrano, Juan David™
Palabras Clave: Viperidae, Porthidium lansbergii, Patoco, bacterias patdégenas, gen 16S rRNA.
Descripcion:

Las infecciones bacterianas son un factor comun y de relevancia clinica en accidentes ofidicos, en especial, aquellos
relacionados con géneros dentro de la familia Viperidae. Por esta raz6n, muchos autores han buscado caracterizar la
comunidad bacteriana de la cavidad bucofaringea de diversas especies de ofidios. En Colombia, esta problematica ha
sido poco evaluada, por lo que se desconoce la diversidad bacteriana en la mayoria de las especies de serpientes
venenosas del pais. En Colombia, el género Porthidium (Viperidae) fue responsable de aproximadamente 260
accidentes ofidicos en 2015. Los accidentes con serpientes de este género estan caracterizados por cuadros severos de
hemorragia local, que pueden favorecer la infeccion bacteriana en el sitio de la mordida. En Santander, encontramos
a la especie P. lansbergii, de la que se desconoce la comunidad bacteriana que habita su cavidad oral. El objetivo de
este proyecto fue realizar una primera aproximacion a las bacterias encontradas en la cavidad oral de esta especie,
utilizando técnicas microbioldgicas y moleculares. En total, se obtuvieron 20 cepas bacterianas que fueron clasificadas
preliminarmente con base en la morfologia macro y microscépica. Posteriormente, las cepas fueron determinadas
integrando los rasgos morfoldgicos, con informacion derivada de alineamientos de secuencias del gen 16S rRNA. Se
identificaron exitosamente 18 cepas, distribuidas entre los géneros Bacillus, Bordetella, Stenotrophomonas,
Staphylococcus y Enterobacter, siendo este ultimo el mas representativo (35%). Los resultados de este proyecto
aportaran al conocimiento de los posibles géneros bacterianos relacionados con infecciones por mordeduras de P.
lansbergii. En el futuro inmediato, los resultados podran servir de base para que profesionales de la salud indaguen
las posibles implicaciones clinicas en caso de un accidente.

* Trabajo de grado
* Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Hernandez Torres, Ph.D. y Co-Directora: Oriana
Danuta Serna, Bitloga
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Abstract

Title: Taxonomic identification of cultivable bacteria from the oral cavity of Porthidium lansbergii (Serpentes:
Viperidae)”

Authors: Bayona-Serrano, Juan David™
Keywords: Viperidae, Porthidium lansbergii, Patoco, pathogenic bacteria, gen 16S rRNA.
Des cription:

Bacterial infections are a common and clinically relevant factor after ophidian accidents, especially those related to
genera within the Viperidae family. Hence, many authors have sought to characterize the bacterial communities of the
oropharyngeal cavity of various species of ophidians. In Colombia, this problem has been poorly evaluated, so the
bacterial diversity in most of the venomous snake species in the country is still unknown. Within the Viperidae family
is the genus Porthidium, responsible for approximately 260 ophidiac accidents in the country in 2015. Accidents with
snakes of this genus are characterized by severe local hemorrhage, which may favor bacterial infection at the site of
the bite. In Santander, we find P. lansbergii, whose bacterial community that inhabits its oral cavity is unknown. The
goal of this project was to make a first inventory of the bacteria found in the oral cavity of P. lansbergii, by using
microbiological and molecular techniques. In total, 20 bacterial strains were obtained and preliminarily identified
based on their macro and microscopic morphologies. Subsequently, the strains were taxonomically determined by
integrating morphology and sequence alignments of the 16S rRNA gene. Eighteen strains distributed among the genera
Bacillus, Bordetella, Stenotrophomonas, Staphylococcus and Enterobacter were successfully identified, the latter
being the most representative (35%). The results of this project will contribute to the knowledge of possible bacterial
genera related to bite infections of P. lansbergii. In the near future, our results should serve as a basis for health
professionals, to investigate the possible clinical implications after being bitten.

* Bachelor degree work
™ Science Faculty, Department of Biology, Advisor: Jorge Hernandez Torres, Ph.D. and Co-advisor: Oriana Danuta
Serna, Biologist
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Introduccion

El accidente ofidico en Colombia es una problematica de salud publica relevante, con 4273 casos
de mordeduras de serpientes reportados para el afio 2015 (Instituto Nacional de Salud, 2015).
Aunque la mayoria de los accidentes ofidicos ocurren en el campo, también es significativa la
ocurrencia de mordeduras en serpentarios, con veterinarios, bidlogos y estudiantes como victimas
(Henao et al., 2005). Mas de 95% de los accidentes ofidicos reportados al afio se atribuyen a
serpientes de la familia Viperidae, especialmente a los géneros Bothrops, Crotalus y Porthidium
(Instituo Nacional de Salud, 2015).

El cuadro clinico de accidentes con serpientes de la familia Viperidae suele caracterizarse por
severas manifestaciones locales de dolor, hemorragia y edema, que conducen a la destruccion de
tejidos y la formacidn de abscesos (Mackessy, 2010). La perforacion tisular favorece la entrada de
microorganismos patdgenos que habitan la cavidad oral y el veneno mismo, lo que puede generar
complicaciones secundarias hasta en 30% de los casos (Jorge et al., 1990; Jorge et al., 1994; Costa
et al., 2002; Otero et al., 2002). La microbiota oral y del veneno de las serpientes es variable entre
regiones del mundo (Goldstein et al., 1981; Theakston et al., 1990; Blaylock, 2001; Fonseca et al.,
2009; Shek et al., 2009; Dehghani et al., 2016). Marcadas diferencias en las poblaciones
microbianas se presentan entre especies, organismos en habitat natural o en cautiverio, estado de
salud y tipo de alimentacién (Jorge et al., 1990; Ortiz-Suéarez et al., 2016). En Colombia, se conoce
poco de la flora bacteriana asociada a la cavidad oral de la mayoria de especies de la familia

Viperidae.
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Investigaciones en pacientes con mordeduras de serpientes del género Bothrops reportaron
bacilos Gram negativos de los géneros Aeromonas, Escherichia, Proteus y Morganella como la
principal causa de complicaciones infecciosas (Otero, 2002). Asi mismo, Blandon (2009) reportd
los géneros Peptostreptococcus y Clostridium en la cavidad oral de Porthidium nasutum. El género
Porthidium (Schlegel, 1841) esta constituido de nueve especies (i.e., P. arcosae, P. dunni, P.
hespere, P. lansbergii, P. nasutum, P. ophryomegas, P. porrasi, P. volcanicum y P. yucatanicum)
ampliamente distribuidas en América (Campbell y Lamar, 2004). En Colombia, encontramos a P.
nasutum y P. lansbergii, responsables de aproximadamente 270 casos de envenenamiento al afio
(Instituo Nacional de Salud, 2015). P. lansbergii, coloquialmente denominada como ‘Patoco’,
habita en los ambientes semiaridos y hiumedos del valle del Magdalena medio y es la especie
encontrada en el Departamento de Santander (Campbell y Lamar, 2004). P. lansbergii posee un
veneno miotdxico y dermonecrotico que puede acarrear una infeccion bacteriana en el sitio de la
mordedura (Jiménez-Charris, 2015). Actualmente, se desconocen las especies bacterianas que
alberga la cavidad oral de P. lansbergii, dificultdndose la prescripcion de tratamientos
antibacterianos preventivos, en caso de una mordedura. En esta Pasantia de Investigacion se
aislaron e identificaron bacterias cultivables de la cavidad oral de P. lansbergii mantenida en
cautiverio. Estos aislados corresponden a una primera aproximacion a los grupos bacterianos que
residen en la cavidad oral de esta serpiente. Los grupos bacterianos fueron criopreservados en el
cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia de la UIS (LBM), para

futuros analisis.
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1. Objetivos

1.1 General

Construir un cepario de bacterias cultivables aisladas de la cavidad oral de Porthidium lansbergii,

mantenida en cautiverio.

1.2 Especificos

e Aislar en medios de cultivo especificos la mayor cantidad de cepas bacterianas de la cavidad
oral de P. lansbergii.

e Caracterizar macro y microscopicamente las cepas aisladas.

e ldentificar las cepas aisladas mediante analisis del gen 16S rRNA.

e Determinar taxondmicamente las cepas integrando la informacion morfoldgica y molecular.

e Criopreservar las cepas bacterianas aisladas.

2. Competencias

e Emplea correctamente los protocolos de aislamiento de bacterias para la obtencion de
cultivos axenicos.
e Describe los caracteres taxonomicos (macro y microscopicos) relevantes de las cepas

bacterianas aisladas.
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e Implementa apropiadamente las técnicas en biologia molecular necesarias la identificacion
taxonomica de los aislados bacterianos.
e Registra adecuadamente las cepas aisladas y criopreservadas en el cepario del LBM.

e Cumple con los horarios y las actividades programadas.

3. Materiales y métodos

3.1 Toma de muestras

Para este estudio se capturé una hembra juvenil de P. lansbergii, en la vereda ‘La Aguameluda
Alta’ del municipio de Betulia, Santander (Figura 1). El ejemplar fue trasladado y mantenido en
condiciones de cautiverio. Tras 10 dias de la Gltima comida (para evitar contaminaciones), se

realizaron 3 frotis de la cavidad oral, utilizando hisopos estériles (Figura 2).
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Figura 1. Mapa del Departamento de Santander. Se hace énfasis en la localizacion del Municipio

de Betulia, sitio de muestreo (https://atlasdesantander.blogspot.com.co).

Figura 2. Frotis para la obtencion de las muestras.
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3.2. Aislamiento bacteriano en medios de cultivo.

Los frotis fueron inoculados en medio solido Luria Bertani (LB) y agar Infusién Cerebro-Corazon
(BHI, por sus siglas en inglés), e incubados a 37 °C hasta observar crecimiento de morfotipos

bacterianos (ca. 48 h).

3.3. Individualizacién de las cepas bacterianas

Colonias bacterianas de diferentes morfologias fueron recuperadas e individualizadas con asas
estériles, en nuevos medios de cultivo. Los cultivos fueron incubados durante ca. 10 dias para

asegurar la presencia de un s6lo morfotipo.

3.4. Caracterizacion morfoldgica de las cepas bacterianas

Durante 8 dias se hizo seguimiento de los caracteres microbioldgicos macro y microscopicos
taxondmicamente determinantes. Estos caracteres fueron contrastados y consultados en el Manual
de Bacteriologia Sistematica Bergey’s (Garrity, 2009). El seguimiento estuvo enfocado en los

siguientes caracteres:

3.4.1. Caracterizacion macroscopica Los cultivos se documentaron fotograficamente. Para
las colonias bacterianas, se registraron la forma, el color y el borde, asi como la aparicién de

caracteres secundarios como produccion de pigmentos o estructuras diferenciadas.
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3.4.2. Caracterizacion microscépica. A nivel microscopico, se evalué tamafio y forma de las
células bacterianas, tipo de agrupacion y formacion de esporas. Para determinar estos caracteres
se realizaron coloraciones de Gram a los 3y 8 dias de cultivo (Otero, 2011; Ramirez y Coha, 2003)
y tincién de Wirtz-Conklin con 0,1% verde de malaquita y 0,5% safranina (Schaeffer y Fulton,

1933).

3.5. Caracterizacion molecular de las cepas bacterianas

3.5.1. Extraccién de DNA total bacteriano. Cada aislado fue transferido a medio liquido LB
y BHI e incubado a 37 °C y 150 rpm, hasta alcanzar una DOgoonm =~ 0.4 - 1. Posteriormente, se
obtuvieron extractos de DNA total mediante el protocolo de extraccion de Ausubel et al. (2003).
La calidad de los extractos fue verificada por medio de electroforesis en geles 0.8% agarosa

coloreados con EZ-Vision®.

3.5.2. Amplificacion por PCR del gen 16S rRNA. La amplificacion parcial del gen 16S rRNA
se realiz6 mediante PCR con énfasis en las regiones hipervariables (RHVs) V2 y V3 (Chakravorty
et al., 2007). La amplificacion de un fragmento de ~1465 pb se llevo a cabo con los
oligonucledtidos universales para bacteria 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTTT) (Devereux y Wilkinson, 1995). En los casos para los que no se
obtuvieran amplificados con estos oligonucledtidos se utilizé el par Univo07R
(CCGTCCATTCCTTTGAGTTT)  (Muyzer et al, 1993) y  EUB338F

(ACTCCTACGGGAGGCAGCAGCAG) (Amann et al., 1990).
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En ambos casos, la mezcla de reaccion contenia ~20 ng de DNA total, 0.4 uM de cada
oligonucleotido, 1X buffer Tag con 200 mM (NH4)2SOa, y 2.5-3 mM MgClz, 0.4-0.6 mM dNTPs,
y 1.25 — 1.5 U de Taqg polimerasa (Thermo Scientific®), dependiendo del tamafio esperado del
amplificado. Las reacciones de amplificacion se realizaron con un termociclador Swift™ MaxPro
(Esco). Los productos de la amplificacion fueron coloreados con EZ-Vision® y visualizados en

electroforesis sobre gel 1% agarosa.

3.5.3. Purificacion de los amplificados PCR. Los amplificados obtenidos fueron purificados

mediante membranas de afinidad GeneJet™ (Thermo Scientific©) y QIAquick® (Qiagen).

3.5.4. Secuenciacion de los productos PCR Las secuencias de los amplificados fueron
determinadas con un secuenciador automatico ABI Prism® XL3730. Este servicio fue contratado

con la empresa Macrogen (Corea del Sur).

3.6. Andlisis bioinformatico de las secuencias del gen 16S rRNA

Todo el andlisis in silico se realizd en el programa Geneious version R8
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012). Previamente, se previno la presencia de quimeras,

usando el programa de analisis en linea Bellerophon (Huber, et al., 2004).

3.6.1. Busquedas de secuencias similares en bases de datos Las busquedas y capturas de
secuencias de referencia se realizaron mediante la aplicacion BlastN, en las bases de datos del

NCBI (National Center for Biotechnology Information) y RDP-II (Ribosomal Database Project).
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3.6.2. Andlisis de distancia genética A partir de las secuencias de referencia encontradas en
las bases de datos y las secuencias obtenidas, se determinaron distancias genéticas mediante
alineamientos con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Posteriormente, se construyeron matrices
y arboles de distancia por el método de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987). Se usaron 1500

réplicas en Bootstrap para probar el soporte de las ramas.

3.7. ldentificacién taxondmica de los cultivos bacterianos

Las secuencias con distancia genética >95% fueron asignadas a la categoria de género (Ludwig et
al., 1998). Finalmente, se contrastaron los caracteres morfoldgicos en concordancia con el Manual
de Bacteriologia Sistematica Bergey’s (Garrity, 2009), junto con los valores de distancia genética

para una determinacion taxondmica definitiva.

3.8. Criopreservacion de los cultivos bacterianos

Cultivos axénicos en medio liquido fueron criopreservados con 20% glicerol, de acuerdo con el
protocolo propuesto por Sambrook y Russell (2001). Las cepas fueron almacenadas por triplicado
a -70 °C en el cepario del Laboratorio de Biologia Molecular (LBM) de la Escuela de Biologia

ulS.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacion morfologica de las cepas bacterianas

A partir de los frotis de la cavidad oral se hicieron 3 siembras (2 en medio LB y 1 en medio BHI).
Los morfotipos fueron separados paulatinamente en nuevo medio de cultivo (Figura 3). En total
se recuperaron 20 cepas con morfotipos diferenciables. Las cepas fueron denominadas con el
acronimo P-lan (01-20), aludiendo a la especie de la que fueron aisladas. De éstas, 13 fueron
aisladas en medio LB (P-lan 01 — P-lan 13) y 7 en medio BHI (P-lan 14 — P-lan 20). Los aislados
presentaron diversas morfologias celulares, variando entre cocos, cocobacilos y bacilos. El aislado
P-lan 02 termind presentando las mismas caracteristicas microbioldgicas que la cepa P-lan 03. En
consecuencia, para el aislado P-lan 02 s6lo reportamos el seguimiento microbioldgico.

A continuacion, se presentan las caracteristicas macro y microscopicas de cada cepa.

Figura 3. Cultivos iniciales a partir de los frotis de la cavidad oral de P. lansbergii. Ay B
corresponden a siembras sobre medio LB; C siembras sobre medio BHI.
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4.1.1. Cepa P-lan 01

Descripcion macroscopica:
Colonias de color blanco crema que se tornan blanco palido en los bordes, de forma circular,
superficie lisa, consistencia cremosa y margen irregular con proyecciones lobulares. EI diametro

de las colonias vari6 entre 2 y 6 mm.

8d de cultivo vista inferior. 8d de cultivo vista superior.

Figura 4. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 01

Descripcion microscopica:
Células Gram variables en forma de cocos, con un tamafio de entre 1 y 2 um. Las células se
encontraron solitarias o en agrupaciones pequefias de maximo 2 cocos. No se observo desarrollo

de ninguna estructura secundaria.
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Tincion de Gram — 40x. Tincién de Gram — 100x.

Figura 5. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 01

4.1.2. Cepa P-lan 02

Descripcion macroscopica:
Colonias de color crema, de forma circular con una ligera elevacién convexa hacia el centro, de

margen rizado y consistencia cremosa. EI diametro de las colonias oscil6 entre los 3-4 mm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 6. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 02
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Descripcion microscépica:
Células Gram negativas en forma de cocobacilos y tamafio menor a 1 um. Se encontraron
solitarias o en agrupaciones irregulares de 2-3 celulas en forma de cadena. No se observé desarrollo

de ningun tipo de estructura secundaria.

Tinciéon de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x.

Figura 7. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 02

4.1.3. Cepa P-lan 03

Descripcion macroscopica:
Colonias de color crema, de forma circular con una ligera elevacién convexa hacia el centro, de

margen rizado y consistencia cremosa. El diametro de las colonias vario6 entre los 3-4 mm.
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8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 8. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 03

Descripcion microscopica:
Células Gram negativas en forma de cocobacilos y tamafio menor a 1 um. Se encontraron
solitarias o en agrupaciones irregulares de 2-3 células en forma de cadena. No se observo desarrollo

de ningln tipo de estructura secundaria.

Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x.

Figura 9. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 03
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4.1.4. Cepa P-lan 04

Descripcion macroscopica:
Colonias de color café claro, de forma circular, de borde rizado y superficie lisa, de consistencia

pegajosa. El didmetro de las colonias fue de ca. 1 cm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 10. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 04

Descripcion microscopica:
Células en forma de bacilos, Gram positivas, de 2-3 um. Se encontraron solitarias 0 en

agrupaciones de dos células. No se encontraron estructuras secundarias.
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Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x.

Figura 11. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 04

4.1.5. Cepa P-lan 05

Descripcion macroscopica:
Colonias grandes (0.8 — 1.5 cm) color crema, de forma circular y borde rizado. Present6 una
superficie de apariencia aspera y reseca y una consistencia arenosa. A los 3 dias de cultivo

surgieron unas arrugas blancas, proyectadas desde el centro hacia los bordes de las colonias.

8d de cultivo vista superior 8d de cultivo vista inferior

Figura 12. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 05



IDENTIFICACION TAXONOMICA DE BACTERIAS CULTIVABLES | 31

Descripcion microscépica:

Células cocobacilares, Gram negativas, de un tamafio no mayor a 3 um y que no forman

agrupaciones. No se encontraron estructuras secundarias.
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Figura 13. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 05

4.1.6. Cepa P-lan 06

Descripcion macroscopica:

Colonias de 0.3-1 cm, color crema, forma circular y borde rizado. Present6 una superficie de
apariencia aspera y reseca y una consistencia arenosa. A los 3 dias de cultivo surgieron unas

arrugas blancas, proyectadas desde el centro hacia los bordes de las colonias.
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8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 14. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 06

Descripcion microscopica:

Células cocobacilares, Gram negativas, de un tamafio no mayor a 3 um y que no forman

agrupaciones. No se encontraron estructuras secundarias.

Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x.

Figura 15. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 06
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4.1.7. Cepa P-lan 07

Descripcion macroscopica:
Colonias de color crema, de forma circular con una ligera elevacidn convexa hacia el centro, de

margen rizado y consistencia cremosa. El tamafio de las colonias oscilo entre los 4-5 mm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 16. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 07

Descripcion microscépica:
Células en forma de cocobacilos, Gram negativas y <1 um de didmetro. Pueden encontrarse

solitarias o formando agrupaciones de 2 0 mas cocos. No se observaron estructuras secundarias.
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Tincion de Gram — 40x Tincion de Gram — 100x

Figura 17. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 07

4.1.8. Cepa P-lan 08

Descripcion macroscopica:
Colonias de color crema, de forma circular con una ligera elevacidn convexa hacia el centro, de
margen rizado y consistencia cremosa. El tamafio de las colonias oscil6 entre los 4-8 mm. Ademas,

esta cepa presentd desarrollo de prolongaciones lobulares en forma de abanico a los 8d de cultivo.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 18. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 08
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Descripcion microscépica:
Células Gram negativas en forma de cocobacilos pequefios <1 um de didmetro, que pueden
encontrarse solitarias o formando agrupaciones de 2-3 cocos. No se observaron estructuras

secundarias.

[T

Tincién de Gram — 40x Tincion de Gram — 100x

Figura 19. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 08

4.1.9. Cepa P-lan 09

Descripcion macroscopica:
Colonias de color crema, de forma circular con una ligera elevacién convexa hacia el centro, de

margen liso y consistencia cremosa. El tamafio de las colonias oscila entre los 1-2 mm.
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8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 20. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 09

Descripcion microscopica:

Células cocobacilares Gram negativas, de ca. 1 um de didmetro, que no forman agrupaciones

resaltables. No se observaron estructuras secundarias.

Tincion de Gram — 100x

Figura 21. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 09
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4.1.10. Cepa P-lan 10

Descripcion macroscopica:

Colonias circulares de color amarillo claro en el centro y un tono mas oscuro en el borde;
margen entero y liso, y superficie ligeramente convexa. Se observo la produccion de pigmentos
amarillentos que tifien levemente el medio a los 8 dias de cultivo. Las colonias presentaron un

tamano entre los 1-3 mm de didmetro.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 22. Morfologia macroscdpica de la cepa P-lan 10

Descripcion microscépica:
Células Gram negativas en forma de cocobacilos pequefios <2 um, que se encuentran solitarias

0 en parejas. No se observaron estructuras secundarias.
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Tincién de Gram — 40x. Tincién de Gram — 100x

Figura 23. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 10

4.1.11. Cepa P-lan 11

Descripcion macroscopica:
Colonias de color blanco cremoso, forma circular, margen difuso y superficie ligeramente

convexa. El tamafio de las colonias vari6 entre 0.2-0.5 mm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 24. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 11
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Descripcion microscépica:
Células cocobacilares Gram negativas, de didmetro <1 pm. No forman agrupaciones
resaltables, encontrandose como células solitarias en su mayoria. No se encontraron estructuras

secundarias.

Tincion de Gram — 40x. Tincioén de Gram — 100x.
Figura 25. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 11

4.1.12. Cepa P-lan 12

Descripcion macroscopica:
Colonias de color amarillento, forma circular y borde liso. Su tasa de crecimiento fue bastante
lenta y s6lo hasta 8 dias de cultivo se lograron diferenciar claramente sus caracteres. Las colonias

poseen una contextura cremosa, una forma levemente convexa y un tamafio pequefio (1-2 mm).
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8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 26. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 12

Descripcion microscépica:
Células cocobacilares, Gram negativas, de tamarfio entre 1-2 um. Se encuentran solitarias 0 en

agrupaciones de dos o hasta tres células. No se observaron estructuras secundarias.

Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x

Figura 27. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 12
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4.1.13 Cepa P-lan 13

Descripcion macroscopica:
Colonias pequefias (0.5 mm) de color amarillento, forma circular y borde liso. Su tasa de
crecimiento fue lenta y sélo hasta los ocho dias de cultivo se lograron diferenciar claramente sus

caracteres. Las colonias poseen una contextura cremosa y una forma levemente convexa.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 28. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 13

Descripcion microscépica:
Células cocobacilares, Gram negativas, de 1-2 um, individuales o formando agrupaciones de 2

células. No se observaron estructuras secundarias.
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Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x

Figura 29. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 13

4.1.14. Cepa P-lan 14

Descripcion macroscopica:

Esta cepa presentd un crecimiento extendido sobre toda la caja. Nunca se observaron colonias
individuales; el borde expuesto era rizado y presentd un color crema mas claro que el observado
hacia el interior. La contextura de esta cepa fue cremosa, con proyecciones convexas en su

superficie.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 30. Morfologia macroscépica de la cepa P-lan 14
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Descripcion microscépica:
Células bacilares Gram positivas, de 2-4 um individuales o rara vez en parejas. Se observo el

desarrollo de endoesporas bacterianas tras 8 dias de cultivo.
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Tincion de Wirtz-Conklin — 100x. Tincién de Gram — 100x

Figura 31. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 14

4.1.15. Cepa P-lan 15

Descripcion macroscopica:
Colonias de color blanco con una coloracion beige en su zona central, de forma circular y borde

liso y entero, de 2-4 mm. El borde se eleva un poco asemejando un pliegue a los 8d de cultivo.
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8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 32. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 15

Descripcion microscopica:
Células Gram variables, en forma de coco, de 1-2 um. Se encontraron solitarias o en

agrupaciones de hasta 4 células. No se observaron estructuras secundarias.

Tincion de Gram — 40x. Tincién de Gram — 100x

Figura 33. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 15
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4.1.16. Cepa P-lan 16

Descripcion macroscopica:
Colonias de color amarillo con una coloracién beige en su zona central, de forma circular, borde

liso y entero, y de 2-6 mm. El borde se eleva un poco asemejando un pliegue a los 8d de cultivo.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 34. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 16

Descripcion microscépica:
Células cocobacilares, Gram negativas, de 1-2 pum. Se encontraron solitarias o en agrupaciones

de 2 células. No se observaron estructuras secundarias.
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Tincién de Gram — 40x. Tincioén de Gram — 100x

Figura 35. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 16

4.1.17. Cepa P-lan 17

Descripcion macroscopica:
Colonias de color amarillento, de forma irregular, de borde liso y ondulado, de contextura

cremosa, y de 3-8 mm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 36. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 17
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Descripcion microscépica:
Células Gram positivas, en forma de bacilos de 4-7 um, solitarias o formando cadenas de 2-5

células. No se observaron estructuras secundarias.

Tincion de Gram — 40x. Tincién de Gram — 100x

Figura 37. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 17

4.1.18. Cepa P-lan 18

Descripcion macroscopica:

Colonias de tamafio y forma variable, color café claro y borde liso entero. A los 3d de cultivo
aparece una capa blancuzca en el centro de las colonias que se expande hacia el borde. Tras 8d la
region blancuzca despliega granulos de color amarillento que cubren toda la superficie de las

colonias.
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3d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista superior.

Figura 38. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 18

Descripcion microscopica:
Células Gram positivas en forma de bacilos de 2-3 pum, solitarias o formando agrupaciones

pequefas de pares de células. No se observaron estructuras secundarias.

Tincién de Gram — 40x. Tinciéon de Gram — 100x.

Figura 39. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 18
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4.1.19. Cepa P-lan 19

Descripcion macroscopica:
Colonias de color beige en su region central que se va haciendo casi translicido conforme se

acerca al margen; bordes ondulados, consistencia cremosa y de un tamafio de 2-4 mm.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 40. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 19

Descripcion microscopica:
Células Gram negativas, de forma cocobacilar, ca. 1 um, solitarias o en agrupaciones de 2-3
células. Se observo también la presencia de estructuras similares a cristales que no se lograron

identificar.
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Tinciéon de Gram — 100x. Tincion de Gram — 20x. Estructuras
cristaliformes.

Figura 41. Morfologia microscépica de la cepa P-lan 19

.1.20. Cepa P-lan 20

Descripcion macroscopica:
Colonias de color blanco, de borde liso y continuo, 2-3 mm de diametro, con una ligera

elevacidn convexa y contextura pegajosa.

8d de cultivo vista superior. 8d de cultivo vista inferior.

Figura 42. Morfologia macroscopica de la cepa P-lan 20
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Descripcion microscépica:
Células Gram negativas, de forma cocobacilar, ca. 1 um, solitarias o en agrupaciones de 2-4

células. No se observaron agrupaciones secundarias.

-de

Tincion de Gram — 40x. Tincion de Gram — 100x

Figura 43. Morfologia microscopica de la cepa P-lan 20

4.2 Caracterizacion molecular de las cepas aisladas.

Para complementar la identificacion taxonémica, se recurrié al apoyo de evidencia molecular. De
las cepas aisladas, se realizaron extracciones de DNA total con fragmentos >20 kb. El rendimiento
oscil6 entre 4 y 13 pg/ul (Figura 4). EI mejor rendimiento se obtuvo con la cepa P-lan 09, mientras

que la cepa P-lan 05 present6 algo de degradacion, probablemente debido a actividad nucleasa.
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Figura 44. Gel 0.8% agarosa de extractos de DNA total de las cepas de aisladas.

En orden se observan: Marcador de peso molecular 1 Kb Thermo Scientific® [carril M]; extractos
de los aislados P-lan 1 a P-lan 20 [carriles 1-19], excepto el aislado P-lan 02.

La calidad de los extractos permitio la amplificacion parcial, mediante PCR, del gen 16S rRNA,
con énfasis en las RHVs V2 y V3 (Chakravorty et al., 2007). Un fragmento parcial del gen 16S
rRNA de ca. 1465 pb (Figura 5) se amplific con el par de oligonucledtidos universales para
Bacteria, 27F y 1492R (Devereux y Wilkinson, 1995). En los casos en que no se obtuvieron
amplificados, se utilizé el par de oligonucle6tidos Univ907R (Muyzer et al., 1993) y EUB338F
(Amann et al., 1990), obteniéndose como producto un fragmento de 570 pb, que cobija las regiones

V3 a V5 (Figura 6).
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Figura 45. Geles 1% agarosa de amplificados parciales del gen 16S rRNA con los oligonucleotidos
27F-1492R.

En orden se observa: Marcador de peso molecular, 1 Kb (Thermo Scientific®) [carril M].
Amplificados de los aislados P-lan 01 [carril 1], P-lan 03-11 [carriles 2-10], P-lan 12 [carril 12],
P-lan 13 [carril 14], P-lan 14-18 [carriles 15-19], P-lan 19-20 [carriles 24-25], control positivo

(Actinobacteria) [carril 26] y control negativo [carril 27].
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Figura 46. Gel 1% agarosa de amplificados parciales del gen 16S rRNA con los oligonucle6tidos
EUB338F-UniVI07R.

En orden se observa: Marcador de peso molecular, 1 Kb (Thermo Scientific®) [carril M].
Amplificados de los aislados P-lan 11 [carril 4], P-lan 14-16 [carriles 6-8], P-lan 17 [carril 10].

Como puede apreciarse en la Figura 5, la mayoria de los amplificados no contienen bandas
nicas, sino que estan contaminados con productos no especificos. A pesar de mdltiples ensayos
por eliminar estos fragmentos, todos los intentos resultaron infructuosos. Por esta razon, se
procedio a purificar las bandas de DNA del tamarfio correcto directamente de geles de agarosa,
utilizando columnas de afinidad GeneJet™ (Thermo Scientific®), con buenos resultados (Figura
7). Este procedimiento cobijo los productos PCR de los aislados P-lan 01, 03, 04, 05, 06, 07, 08,
10, 11, 12, 13 y 15, amplificados con los oligonucledtidos 27F-1492R. Los amplificados de los
aislados restantes (P-lan 09, 14, 16, 17, 18, 19 y 20) no presentaron bandas inespecificas, por lo
que se procedid a secuenciacion directa. Finalmente, los productos se enviaron a Macrogen® para

su secuenciacion, desde ambos extremos.
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Figura 47. Gel 1% agarosa de los productos PCR purificados con columna de afinidad GeneJet™
(Thermo Scientific®).

Marcador de peso molecular, 1 Kb Thermo Scientific® [carril M]. Amplificados de los aislados
P-lan 01, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 10, 11, 12, 13 y 15 [carriles 1-12].

Previamente al analisis in silico, las secuencias recibidas fueron verificadas con el software
Bellerophon (Huber, et al., 2004), para evitar la presencia de anomalias de tipo quimera.
Posteriormente, se realizaron busquedas en bases de datos mediante la aplicacién BlastN, las
cuales permitieron identificar los géneros méas cercanos, de acuerdo con los criterios establecidos
en la metodologia. La mayoria de las secuencias obtenidas presentaron una identidad >96% (Tabla
1). No obstante, en el caso de las cepas P-lan 04, 06 y 18, no fue posible obtener secuencias de
buena calidad debido a que fueron ilegibles (P-lan 04), de muy corta longitud (P-lan 06) o
presentaron identidades <90% con varios grupos taxondmicos (P-lan 18), lo que dificult6 la
identificacion de estas especies.

En base a las secuencias que mas identidad presentaron mediante BlastN, se capturaron 40
secuencias de referencia de Genbank. Con las secuencias de referencia y las obtenidas para cada

aislado se construyeron matrices y arboles de distancia para su asignacion taxonémica.
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Tabla 1.

Secuencias de referencia del gen 16S rRNA con mayor similaridad para cada aislado.
Aislado Género mas cercano (NUmero de acceso) Identidad
P-lan 01 Staphylococcus (MF429262.1) 98%
P-lan 02 No determinada N/A
P-lan 03 Bordetella (NR_145922.1) 99%
P-lan 04 No determinada N/A
P-lan 05 Enterobacter (CP019889.1) 100%
P-lan 06 No determinada N/A
P-lan 07 Bordetella (HQ018806.1) 100%
P-lan 08 Bordetella (HQ018806.1) 99%
P-lan 09 Enterobacter (KY568714.1) 96%
P-lan 10 Stenotrophomonas (MF801342.1) 98%
P-lan 11 Bordetella (MF377978.1) 99%
P-lan 12 Enterobacter (MF768986.1) 99%
P-lan 13 Enterobacter (MF687205.1) 100%
P-lan 14 Bacillus (KX681463.1) 100%
P-lan 15 Staphylococcus (KY653102.1) 100%
P-lan 16 Enterobacter (CP022532.1) 100%
P-lan 17 Bacillus (KX218318.1) 99%
P-lan 18 No determinada N/A
P-lan 19 Enterobacter (MF804995.1) 99%
P-lan 20 Enterobacter (MF101702.1) 99%

A pesar de la calidad de los amplificados observados en las electroforesis, la porcion legible de
las secuencias se vio reducida a longitudes finales de entre 130 y 1000 posiciones. En
consecuencia, los analisis de distancia genética se limitaron a las regiones hipervariables legibles

para cada cepa (Tabla 2). A pesar de esta reduccion en longitud, las secuencias permitieron
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discriminar efectivamente hasta nivel de género la mayoria de los aislados, debido al poder

discriminatorio de las RHVs recuperadas (Chakravorty et al., 2007).

Tabla 2.

Regiones hipervariables recuperadas de las secuencias del gen 16S rRNA de los aislados

P-lan.
Aislado Regidn(es) hipervariables

recuperadas

P-lan 01 V3, V4yV5
P-lan 02 N/A
P-lan 03 V2yV8
P-lan 04 N/A
P-lan 05 V3-V5
P-lan 06 N/A
P-lan 07 V2yV8
P-lan 08 V2yV8
P-lan 09 V2yV8
P-lan 10 V2y V8
P-lan 11 V2yV8
P-lan 12 V8
P-lan 13 V3-V5
P-lan 14 V3y V4
P-lan 15 V3 -V6
P-lan 16 V3 -V6
P-lan 17 V3-V5
P-lan 18 N/A
P-lan 19 V7yV8

P-lan 20 V8
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Se realizaron andlisis de distancia genética, organizando las secuencias obtenidas en tres grupos
(A, By C), de acuerdo con las RHVs recuperadas. La secuencia del aislado P-lan 19 no se ajusto

a ningun grupo, por lo que fue analizada por separado (Figura 8).
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Grupo C

Grupo B

Grupo A

Figura 48. Alineamiento en Geneious R8 de las secuencias obtenidas de los aislados P-lan con las
secuencias de referencia.

En colores se resaltan las regiones hipervariables del gen rRNA 16S [V1 — V8]. Los recuadros
rojos representan los tres grupos de secuencias seleccionados segun las regiones recuperadas.
Grupo A: Secuencias P-lan 03, 07, 08, 09, 10 y 11; Grupo B: Secuencias P-lan 01, 05, 13, 14, 15,
16y 17; Grupo C: Secuencias P-lan 12 y 20. El recuadro verde muestra en detalle la secuencia del

aislado P-lan 19.
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Se construyeron cuatro arboles de distancia utilizando las secuencias obtenidas y las de referencia.
De acuerdo con los valores de identidad, las secuencias se agruparon en las familias
Alcaligenaceae, verde; Bacillaceae, naranja; Enterobacteriaceae, rojo; Staphylococcaceae, azul; y

Xanthomonadaceae, amarillo (Figuras 9 a 12).
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Figura 49. Arbol de distancia del grupo de secuencias “A”, inferido a partir de secuencias del gen
16S rRNA mediante el método de Neighbor-Joining.

El arbol consenso bootstrap inferido de 1500 réplicas es tomado para representar las relaciones
entre los taxa analizados. El arbol es dibujado a escala, con la longitud de las ramas en las mismas
unidades de las distancias evolutivas usadas para inferir el arbol. Las distancias evolutivas fueron
calculadas usando el modelo Tamura-Nei (TN93) y estan en unidades de numero de sustituciones

por sitio.
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Figura 50. Arbol de distancia del grupo de secuencias “B” inferido a partir de secuencias del gen
16S rRNA mediante el método de Neighbor-Joining.

El nimero de réplicas y demas parametros fueron los mismos de la Figura 9.

Como se observa en la Figura 9, las cepas P-lan 03, 07, 08 y 11 se agruparon dentro la familia

Alcaligenaceae, relacionadas con los géneros Achromobacter, Alcaligenes y Bordetella. Por otro
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lado, las cepas P-lan 05, 09, 12, 13, 16, y 20 se relacionan con el género Enterobacter dentro de la

familia Enterobacteriaceae (Figuras 9, 10, 11y 12).
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Figura 51. Arbol de distancia del grupo de secuencias “C” inferido a partir de secuencias del gen

16S rRNA mediante el método de Neighbor-Joining.

El nimero de réplicas y demas parametros fueron los mismos de la Figura 9. En colores se detallan

las familias encontradas.
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Las cepas restantes se agruparon con los géneros Bacillus (P-lan 14 y 17, Figura 10),

Staphylococcus (P-lan 01 y 15, Figura 10), Stenotrophomonas (P-lan 10, Figura 9).
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Figura 52. Arbol de distancia para la secuencia de la cepa P-lan 19 inferido a partir de secuencias

del gen 16S rRNA mediante el método de Neighbor-Joining.

El nimero de réplicas y demas parametros fueron los mismos de la Figura 9.
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Finalmente, se procedi6 a la determinacion taxondmica definitiva de las 20 cepas, por medio
de un andlisis de las evidencias obtenidas de la caracterizacion morfologica y la evidencia
molecular revelada por el analisis del gen 16S rRNA (Tabla 3). En el caso de los caracteres
morfoldgicos, se verificO que se ajustaran a lo descrito para cada género (Garrity, 2009)

determinado mediante el acercamiento molecular.

Tabla 3.

Determinacion taxondmica definitiva de las cepas aisladas de la cavidad oral de P. lansbergii

con base en la caracterizacion morfoldgica y el analisis molecular del gen 16S rRNA.

Aislado Determinacion taxonomica Evidencia
Morfologica Molecular
P-lan 01 Staphylococcus sp. FC, GV, AG2 DG 98%
P-lan 02 Bordetella sp. FCB, GN, AG3 N/D
P-lan 03 Bordetella sp. FCB, GN, AG3 DG 99%
P-lan 04 ND FB, GP, GR2 N/D
P-lan 05 Enterobacter sp. FCB, GN DG 100%
P-lan 06 Enterobacter sp. FCB, GN N/D
P-lan 07 Bordetella sp. FCB, TG, AG3 DG 100%
P-lan 08 Bordetella sp. FCB, GN, AG3 DG 99%
P-lan 09 Enterobacter sp. FCB, GN, AG2 DG 96%
P-lan 10 Stenotrophomonas sp. FB, GN, AG2, PA DG 98%
P-lan 11 Bordetella sp. FCB, GN, AG3 DG 99%
P-lan 12 Enterobacter sp. FCB, GN, AG2 DG 99%
P-lan 13 Enterobacter sp. FCB, GN, AG2 DG 100%
P-lan 14 Bacillus sp. FB, GP, AG2, E DG 100%
P-lan 15 Staphylococcus sp. FC, GV, AG3 DG 100%
P-lan 16 Enterobacter sp. FCB, GN, AG2 DG 100%
P-lan 17 Bacillus sp. FB, GP, AG5 DG 99%
P-lan 18 ND FB, GP, AG2 N/D
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Aislado Determinacion taxonémica Evidencia
Morfologica Molecular

P-lan 19 Enterobacter sp. FCB, GN, AG3 DG 99%

P-lan 20 Enterobacter sp. FCB, GN, AG4 DG 99%

Abreviaturas: FC: Forma de cocos; FB: Forma de bacilos; FCB: Forma cocobacilar; GP: Gram
positivo, GN: Gram negativo y GV: Gram variable; AG#: Agrupaciones de # células; E:
Formacion de Esporas; PA: Pigmentos amarillos; DG: Valores de distancia genética del gen 16S

rRNA con cepas de referencia. N/D: No determinada.

Como conclusidn, con este estudio se logré la identificacion al nivel de género del 90% de las
cepas aisladas de la cavidad oral de P. lansbergii. Ademas, se determind la presencia de 2 filos, 3
clases, 4 ordenes, 5 familias y 5 géneros (Bordetella, Bacillus, Enterobacter, Stenotrophomonas,

y Staphylococcus), siendo Enterobacter el mas representativo con 8 aislados (40%) (Figura 13).

B Staphylococcus M Bacillus H Bordetella

B Enterobacter Stenotrophomonas B No identificada

Figura 53. Distribucion de géneros identificados con base en el gen 16S rRNA y caracteristicas

morfolégicas.
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4.3 Criopreservacion de cultivos.

Las 20 cepas aisladas fueron criopreservadas en 20% glicerol de acuerdo con el protocolo
propuesto por Sambrook y Russell (2001). Las cepas fueron almacenadas a -70 °C por triplicado,
en el cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia-UIS. Estas quedaron

a disposicion del macroproyecto para darle continuidad en trabajos posteriores.

5. Discusioén

En este estudio se obtuvieron 20 aislados bacterianos de la cavidad oral de un espécimen de P.
lansbergii. La caracterizacion de los aislados y los analisis de la evidencia molecular permitieron
la determinacién de 18 de ellos a los géneros Staphylococcus sp. (2), Bordetella sp. (5),
Enterobacter sp. (8), Stenotrophomonas sp. (1) y Bacillus sp. (2)

Durante la ejecucién, hubo dificultades para la obtencion de secuencias de calidad que
permitieran la asignacion de los aislados a un género taxondmico. La progresiva degradacion de
los extractos de DNA gendmico pudo haber incidido en la optimizacién de las condiciones de
amplificacion. Este fendmeno se ha reportado en trabajos previos con enterobacterias, en los que
DNAsas termoestables enddgenas degradan los amplificados, ain a 4 °C en la nevera (Nakajima
et al. 1994). Debido a la interferencia que ocasionaban las bandas inespecificas, fue necesaria la
recuperacion y purificacion de la banda de interés directamente del gel. Este procedimiento

permitio la secuenciacion exitosa de los amplificados de 80% de las cepas obtenidas.
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A pesar de la implementacion de protocolos alternativos, en el caso de los aislados P-lan 04,
06, y 18 no fue posible obtener secuencias de buena calidad. Los motivos fueron que las secuencias
obtenidas resultaron ilegibles (P-lan 04), de muy corta longitud (P-lan 06) o presentaron
identidades <90% (P-lan 18). Las secuencias ilegibles suelen presentarse debido a
contaminaciones durante la purificacion. Esto genera que los picos de la lectura se solapen
dificultando el analisis de la secuencia (Edinburgh Genomics, 2016). Por lo anterior, se recomienda
clonar el producto PCR para disminuir el riesgo de DNA contaminante. La obtencidn de secuencias
de corta longitud puede deberse a un alto contenido de guanina y citosina en el gen rRNA 16S de
la cepa P-lan 06, lo que promueve la formacidn de estructuras secundarias afectando el proceso de
secuenciacion (Edinburgh Genomics, 2016). Finalmente, bajos porcentajes de identidad ya han
sido reportados en otros estudios de identificacion microbiana con el gen 16S rRNA (Janda y
Abbott, 2007). Este fendbmeno puede deberse a que la cepa P-lan 18 pertenezca a un grupo
taxondmico poco caracterizado (Janda y Abbott, 2007).

Pese a la falta de evidencia molecular, el analisis de los caracteres morfolégicos similares a los
del aislado P-lan 05 permitieron la atribucion de P-lan 06 al género Enterobacter. De igual manera,
se correlaciond el aislado P-lan 02 con el género Bordetella debido a su alta similitud morfol6gica
con P-lan 03 y 07.

En el caso de los aislados P-lan 03, 07, 08 y 11, que presentaron porcentajes de identidad muy
similares entre los géneros Achromobacter, Alcaligenes y Bordetella (>98.5%), se contrastd la
evidencia microbiol6gica con los caracteres reportados para cada género. Solo Bordetella sp. posee
una morfologia cocobacilar similar al de las cepas aisladas, por lo que éstas pudieron ser asignadas
a este género. Por otro lado las cepas P-lan 05, 09, 12, 13, 15, 19 y 20, tuvieron porcentajes de

identidad muy cercanos con varios géneros de enterobacterias, pero fueron asignadas al género
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Enterobacter por su agrupamiento en los arboles de distancia. Estos resultados concuerdan con la
baja resolucion del gen rRNA 16S para la discriminacion a nivel de género dentro de las familias
Enterobacteriaceae y Alcaligenaceae (Chakravorty et al., 2007; Janda y Abbott, 2007).

Los aislados P-lan 01 y 15 fueron identificados como Staphylococcus sp., con porcentajes de
identidad >98%. Si bien este género se reporta como Gram positivo, los aislados presentaron
morfologia Gram variable después de 3 dias de incubacion. Este fendmeno ya ha sido reportado
en muestras clinicas de Staphylococcus a causa de exposicion de las células a agentes microbianos
0 cultivos en fases de crecimiento exponencial (McClatchey, 2002). Para este género se reporta
que los cultivos alcanzan la fase de crecimiento exponencial luego de 7 h de incubacion en agar
sangre (Garrity, 2009). Los medios LB y BHI utilizados en el aislamiento son de manera similar,
ricos en nutrientes que pueden favorecer el crecimiento acelerado de las cepas. Esto pudo causar
que después de tres dias de incubacion, éstas presentaran morfologias atipicas.

Este es el primer trabajo en el que se identifican bacterias obtenidas de la cavidad oral de P.
lansbergii. Blandon (2009) realizé la identificacion de la flora bacteriana de la cavidad oral de
diversas especies de vipéridos colombianos, incluyendo a la especie Porthidium nasutum. Sin
embargo, no especificd la comunidad bacteriana aislada por especie de ofidio, por lo que este
trabajo es el primero en registrar las bacterias residentes en la boca de una especie del género
Porthidium en Colombia.

Del total de cepas aisladas, 16 (80%) fueron identificadas como géneros potencialmente
patdgenos para los humanos y su presencia en otras serpientes ya ha sido reportada (Jorge et al.,
1990; Plenz, 2014). De los géneros identificados Bordetella, Staphylococcus, Enterobacter y
Stenotrophomonas estan directamente relacionados con enfermedades humanas como tos ferina,

neumonia, osteomielitis y fibrosis quistica, respectivamente (Demko et al., 1998; Parkhill et al.,
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2003; Labandeira-Rey et al., 2007; Corti et al., 2007). La abundancia de aislados del género
Enterobacter es resaltable, debido a que algunas especies suelen involucrarse en infecciones de
heridas a nivel cutaneo, muscular y 6seo: celulitis, fascitis, miositis y abscesos, pueden generar
serias complicaciones secundarias en los pacientes (Garrity, 2009). Estos riesgos toman relevancia
al considerar el potencial dermonecrético y miotoxico del veneno de P. lansbergii (Jiménez-
Charris, 2015) que puede incrementar la infectividad de las bacterias presentes en la herida
(Saravia-Otten et al., 2007). Teniendo en cuenta el efecto que pueden causar estos
microorganismos tras una mordedura, un impacto clave de estos resultados es que permiten
anticipar las secuelas potenciales de un accidente ofidico con P. lansbergii.

El objetivo de este trabajo era la identificacion de cepas cultivables de la cavidad oral de un
individuo de P. lansbergii como un primer acercamiento a la diversidad bacteriana que puede
hallarse en la boca de esta serpiente en condicion de cautiverio. Para la realizacion del
macroproyecto, en el que se usara un namero mayor de individuos, se recomienda la
implementacion de pruebas bioquimicas para lograr diferenciar entre grupos taxonémicamente
complejos de las familias Enterobacteriaceae y Alcaligenaceae, y asi confrontar las ambigtiedades

que puedan generarse a la hora de asignar los aislados a un grupo taxonémico.

6. Conclusiones

e Se obtuvieron 20 aislados bacterianos a partir de frotis de la cavidad oral de un espécimen

de P. lansbergii.
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e La identificacion de 18 de los aislados con el uso de oligonucledtidos del gen 16S rRNA fue
exitosa, coherente y complementaria con los caracteres morfoldgicos a los cuales se les hizo
seguimiento.

e Los 18 aislados se encuentran distribuidos en los géneros Staphylococcus sp., Bordetella
sp, Enterobacter sp., Stenotrophomonas sp. y Bacillus sp.

e La cavidad oral de P. lansbergii puede albergar gran variedad de grupos bacterianos, la
mayoria de los cuales podrian llegar a ser patdgenos humanos.

e Las 20 cepas estan criopreservadas en el LBM para analisis posteriores.

e Este estudio corresponde al primer reporte de los géneros bacterianos cultivables alojados

en la cavidad oral de P. lansbergii

7. Recomendaciones

e Se recomienda la utilizacién de pruebas bioguimicas para complementar la identificacion
bacterianaa.

e Asi mismo, se recomienda incrementar el N muestral y la cantidad de medios de cultivo
para la realizacion del macroproyecto, para lograr identificar un mayor nimero de cepas
bacterianas.

e Se sugiere utilizar un mayor nimero de juegos de oligonucléotidos para mejorar la calidad

de los amplificados y las secuencias obtenidas.
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