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RESUMEN

Los accidentes ofidicos forman parte de las enfermedades tropicales desatendidas que
en ocasiones producen la muerte de las personas afectadas en un corto periodo de
tiempo. La primera linea de tratamiento lo constituyen los antivenenos, que neutralizan
la ponzofa en base en una reaccién de reconocimiento especifica, y considerando la
variabilidad de los componentes de las ponzofias, se hace necesario identificar a la
serpiente involucrada en el accidente, con la finalidad de administrar el tratamiento
adecuado. En este trabajo, se buscd desarrollar un método molecular para la
identificacion de algunas viboras involucradas en accidentes ofidicos en el Peru:
Bothrops atrox, Lachesis muta y Crotalus durissus, por medio de una amplificacion
isotérmica mediada por bucle multiple (MLAMP). Para ello, se extrajo ADN gendmico a
partir de las mudas de las pieles de las serpientes consideradas en el estudio y se
amplificaron los genes mitocondriales Cytb, COIl y 12S rRNA. Los productos fueron
secuenciados, analizados y utilizados para el disefio de los cebadores de la reaccion
mLAMP, obteniendo para cada especie de serpiente los cebadores directo e inverso,
directo interno e inverso interno, y los cebadores del bucle, portando estos ultimos
distintos fluoroforos para la identificacion del producto. Finalmente, se estandarizé la
reaccion en presencia de todos los conjuntos de cebadores, y 0,2 uM de polietilenimina
de bajo peso molecular. Los productos precipitados se observaron en un transiluminador
de luz UV, encontrando una fluorescencia diferencial segun el ADN utilizado, con un
limite de deteccion a simple vista en el rango de 0,2 a 25 ng de ADN, en un tiempo de
reaccién de 30 minutos. Tomando estos resultados, el presente método presenta un
gran potencial para la identificacion de las principales especies de serpientes venenosas

peruanas en el contexto de un accidente ofidico.

Palabras claves: Serpiente, Ofidismo, Bothrops atrox, Lachesis muta, Crotalus durissus,

ADN Mitocondrial, LAMP.

Vi



ABSTRACT

The ophidian accidents are part of the neglected tropical diseases that sometimes cause
the death of the affected people in a short period of time. The first line of treatment is
constituted by antivenoms, which neutralize the poison based on a specific recognition
reaction and considering the variability of the components of the poison, it is necessary
to identify the snake involved in the accident, to administer appropriate treatment. In this
work, we sought to develop a molecular method for the identification of some snakes
involved in ophidian accidents in Peru: Bothrops atrox, Lachesis muta and Crotalus
durissus, by means of isothermal amplification mediated by multiple loop (mLAMP). For
this, genomic DNA was extracted from the molts of the skins of the snakes considered
in the study and the mitochondrial genes Cytb, COIl and 12S rRNA were amplified. The
products were sequenced, analyzed, and used for the design of the mLAMP reaction
primers, obtaining for each species of snake the direct and reverse primers, direct
internal and reverse internal, and the loop primers, the latter carrying different
fluorophores for the product identification. Finally, the reaction was standardized in the
presence of all primer sets, and 0,2 uM of low molecular weight polyethyleneimine. The
precipitated products were observed in a UV light transilluminator, finding a differential
fluorescence according to the DNA used, with a detection limit with the naked eye in the
range of 0,2 to 25 ng of DNA, in a reaction time of 30 minutes. Taking these results, the
present method presents great potential for the identification of the main Peruvian

venomous snake species in the context of an ophidian accident..

Keywords: Snake, Ophidism, Bothrops atrox, Lachesis muta, Crotalus durissus,

Mitochondrial DNA, LAMP.



1. INTRODUCCION

El ofidismo es una enfermedad tropical desatendida que se encuentra presente a nivel
mundial, con especial incidencia en las regiones rurales correspondientes a poblaciones
empobrecidas y de acceso limitado a servicios de salud (Gutiérrez, 2021), dificultando
el tratamiento de la gran variedad de efectos tdxicos de la ponzona de las serpientes, y
provocando lesiones invalidantes o la muerte de los pacientes (Chanda y Mukherjee,

2020).

En cuanto a su epidemiologia, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima una
incidencia anual de 5,4 millones de casos a nivel mundial, de los cuales 2,7 millones
resultan en envenenamientos y hasta 138000 casos letales, siendo Asia, Africa y

América Latina las areas mas afectadas (Bawaskar et al., 2021).

Actualmente, la estrategia principal contra los accidentes ofidicos se basa en la
administracion del antiveneno, el cual consta de anticuerpos obtenidos después de
inmunizar animales como caballos, con dosis no letales de la ponzofia contra la cual se
desee elaborar el tratamiento (Bermudez et al., 2018). No obstante, se ha reportado que
los antivenenos pueden ocasionar reacciones agudas de tipo pirogénicas y/o
anafilacticas dentro de las primeras horas de haberse administrado, o reacciones tardias
como la enfermedad del suero, en la cual los anticuerpos administrados son reconocidos
como proteinas heterélogas y desencadenan la formacién de anticuerpos con la
posterior acumulacion de complejos inmunes, los cuales pueden producir proteinuria

con nefritis y encefalopatias (Shim et al., 2020).

Adicionalmente, existe la posibilidad de que la administracién de antivenenos no reporte
beneficio para el paciente cuando este ha sido elaborado contra una ponzofa diferente
a aquella que fue inoculada, ya que incluso dentro de una misma especie de serpientes,
existen poblaciones geograficamente separadas que exhiben diferencias en la

composicion de sus ponzofas (Laxme et al.,, 2021), y a pesar de que existe una



busqueda de tratamientos pan-especificos, es decir, que neutralicen una gran variedad
de ponzofias diferentes, de manera que puedan asegurar el beneficio para los pacientes
(Ratanabanangkoon et al., 2020), en una situacion en la cual se dispone unicamente de
antivenenos monoespecificos, se enfrenta la dificultad de decidir qué antidoto
administrar a la victima, ya que en muchos casos de ofidismo, la serpiente responsable

del accidente permanece sin identificar (Da Costa et al., 2019).

Frente a ello, se han desarrollado diversos esfuerzos dirigidos a la identificaciéon de la
serpiente responsable del accidente ofidico, los cuales estriban desde métodos de
laboratorio basados en los cambios bioquimicos y fisiopatolégicos que ocurren en las
victimas envenenadas, y la deteccion de antigenos especificos mediante técnicas de

base inmunoldgica (Bolon et al., 2020),

En contraste, existen diversas dificultades aun por superar, principalmente aquellas
relacionadas con la especificidad y la disponibilidad de tiempo entre el accidente y el
tratamiento para que este sea eficaz (Anderson et al., 2019) ademas de la disponibilidad
del instrumental de laboratorio necesario para realizar los analisis de diagndstico, dado
que los accidentes ofidicos ocurren con mayor frecuencia en areas rurales asociadas a

precariedad y bajos recursos econémicos (Longbottom et al., 2018).

Por otra parte, existe un enfoque menos explorado, el cual se basa en la deteccion y el
diagnostico a nivel molecular, a través de las técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), las cuales buscan amplificar de manera especifica secuencias de
ADN presentes en la victima; sin embargo, tienen una aplicacion de diagndstico limitada
debido al alto costo de operacion, la falta de velocidad en la deteccién y el requisito de
experiencia para la preparacién de muestras, el funcionamiento de los instrumentos y la

interpretacion de datos (Puzari y Mukherjee, 2020).

Afortunadamente, avances recientes en las técnicas de diagndstico molecular han

presentado alternativas con la capacidad de sortear las dificultades mencionadas (Chen



et al., 2018). Una de ellas es la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), la
cual esta basada en la actividad de desplazamiento de cadena de una polimerasa
aislada de Bacillus steaerothermophillus, y el uso de cebadores que propicien la
formacion de un producto, bajo condiciones isotérmicas, que pueda detectarse
inmediatamente después de terminada la reaccion. En comparacion con otros métodos
de deteccidn rapida, la LAMP tiene muchas ventajas, tales como una alta especificidad
y sensibilidad, operacion simple y bajo costo, lo que constituye una herramienta

potencialmente valiosa para el diagndstico (Lee, 2017; Khan et al., 2018).

En este estudio, se disefaron cebadores para la identificacién de las serpientes
peruanas Bothrops atrox ("jergdn de la selva”), Crotalus durissus (“cascabel”) y Lachesis
muta (“shushupe”) mediante la reaccién de LAMP, asociada a sondas fluorescentes, y
se llevo a cabo la reaccion de amplificacidon multiple, con el fin de encontrar un método
diagnéstico que sea rapido, sensible, especifico y de facil aplicacion para la
identificacion de algunas de las especies de serpientes responsables de accidentes

ofidicos dentro del territorio peruano.



2. MARCO TEORICO

2.1. El ofidismo

2.1.1. La problematica del ofidismo: Epidemiologia y poblaciones vulnerables

El ofidismo, ofidiotoxicosis o envenenamiento por mordedura de serpiente es definido
por la OMS como una enfermedad potencialmente mortal que generalmente resulta de
la inoculacién accidental de una mezcla de diferentes toxinas después de la mordedura
de una serpiente venenosa, reportando entre 1,8 y 2,7 millones de casos anuales a nivel
global, y de 81000 a 138000 muertes anuales, con un estimado del triple de personas
sobrevivientes entre las cuales es comun observar amputaciones y discapacidades
permanentes (Suraweera et al., 2020). Dentro de esta estimacion, la gran mayoria de
las muertes provocadas por mordeduras de serpientes ocurren en Asia (las
estimaciones oscilan entre 15400 y 57600 muertes por afio) y Africa subsahariana (3500
a 32100 muertes por ano) (Kasturiratne et al., 2008).

En las Américas, ocurren aproximadamente 57500 casos de ofidismo al ano, con una
mortalidad estimada de 370 individuos (Chippaux, 2017a), en donde América Latina
posee cerca del 90% de estos casos. (Yanez et al., 2016).

A nivel del territorio peruano, un registro realizado durante los afios 2000-2015 indicé
que en promedio ocurren 2150 accidentes ofidicos al afio (7,2 por 100000 habitantes),
con un total de 10 casos letales (0,043 por 100000 habitantes) (Chippaux, 2017a). Para
el afio 2017 un nuevo registro encontré 2103 casos anuales (6,8 por 100000 habitantes)
y solo se reportd una muerte por la misma causa, mostrando una tendencia a la
disminucion en la incidencia y letalidad (Maguifa et al., 2020); sin embargo, hay que
tomar en consideracion que estas cifras pueden encontrarse subestimadas debido a
que no todos los casos llegan a ser atendidos y reportados en los centros de salud

(Chippaux, 2021).
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Figura 1. Rango estimado de casos de ofidismo y muertes asociadas a nivel global
(Gutiérrez et al., 2017).

Otro aspecto fundamental del ofidismo es su especial incidencia y alta tasa de
mortalidad en las comunidades rurales pobres, donde el estatus socioeconémico y las
practicas agricolas contribuyen a una mayor interaccién entre las serpientes y los
humanos (Rodriguez et al., 2016). Tal es asi que el ofidismo llega a considerarse como
una “enfermedad de los pobres”. En efecto, la asociacién negativa entre los casos
fatales por ofidismo y el gasto publico en salud confirma que la carga de mortalidad es
mayor en los paises menos capaces de hacer frente al considerable costo financiero
que suponen los accidentes ofidicos (Harrison et al., 2009), ya que el tratamiento de
dichos accidentes puede llegar a costar desde US $100 a $1700, dando lugar a un
circulo vicioso de pobreza, deudas, y en ocasiones, el suicidio de la victima (Bawaskar

etal., 2017).

Por otro lado, las consecuencias a largo plazo en las victimas sobrevivientes del
ofidismo y sus familias en detrimento de su salud fisica, psicoldgica y capacidad laboral

resultan en un alto impacto socioecondmico y productivo en las zonas afectadas,



reflejando una vulnerabilidad general de las poblaciones humanas empobrecidas frente
al ofidismo (Habib y Brown, 2018).

2.1.2. La ponzoia de las serpientes: Caracteristicas y rol en el ofidismo

En términos generales, una ponzofa es un producto biolégico que representa un rasgo
funcional utilizado por un organismo para interferir con los procesos homeostaticos de
otro, generalmente para facilitar la alimentacién o disuadir a los depredadores o
competidores, mediando asi el resultado de las interacciones de 2 0 mas organismos

(Casewell et al., 2020).

En cuanto a la ponzona de las serpientes, esta se constituye de una mezcla de
diferentes familias de proteinas, y cada una de estas familias contiene diversas toxinas
o isoformas de toxinas diferentes. Entre estas proteinas se encuentran las fosfolipasas
A2 (PLA), serino proteasas (SVSP), metaloproteasas (SVMP), L-aminoacido oxidasas
(LAAO), toxinas de tres dedos (3FTx), péptidos de Kunitz (KUN), proteinas secretoras
ricas en cisteina (CRiSP), lectinas de tipo C (CTL), desintegrinas (DN), péptidos
natriuréticos, factores de crecimiento nervioso, cistatinas y factores de crecimiento
endotelial vascular (Tasoulis e Isbister, 2017). De manera sinérgica, estos componentes
se encargan de propiciar los efectos patolégicos asociados al ofidismo, dentro de los
cuales podemos encontrar efectos mionecréticos locales (PLA2 y SVMPs), los cuales
afectan las fibras musculares, dafiando a su vez la vasculatura y nervios, restringiendo
la regeneracion del masculo esquelético. Otros efectos incluyen acciones sistémicas
como alteraciones hemostaticas y plaquetarias (SVMPs, SVSPs, CTL y DN), lesion renal
aguda (SVMPs y PLA;), hemorragia sistémica (SVMPs), paralisis neuromuscular (3FTx

y PLA2) y miotoxicidad generalizada o rhabdomiolisis (PLA>) (Gutiérrez et al., 2017).

Esta amplia gama de efectos tdxicos obedece principalmente a la alta variabilidad de la
composicioén bioquimica de las ponzofnas de las serpientes, que se ha diversificado entre
diferentes familias de serpientes debido a la influencia de mutaciones genéticas, deriva

genética y seleccion natural, las cuales han dirigido una diversificacién en la ponzofia
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de cada especie para conferir una toxicidad especifica éptima contra sus presas. (Barua
et al., 2020). Es asi como las ponzonas de serpientes exhiben grandes diferencias intra
e interespecificas, tanto en sus componentes, como en las acciones bioldgicas que
estas puedan desencadenar dentro de un organismo vivo, dificultando en gran medida

el tratamiento de cada accidente ofidico particular.

2.1.3. Lalucha frente al ofidismo y el tratamiento con antivenenos

En respuesta a la condicion de vulnerabilidad de las poblaciones empobrecidas y la alta
incidencia de casos letales a nivel global, diversas organizaciones internacionales como
“Médecins Sans Frontiéres”, “Global Snakebite Initiative”, “Health Action International”,
“African Society of Venomology “ y “Society of Toxinology” pusieron en marcha una
intensa labor de promocion y apoyo durante una década, lo cual sumado a la iniciativa
de Costa Rica y el respaldo de 18 naciones, lograron que la OMS incluyese a los
accidentes ofidicos en la categoria “A” de Enfermedades Tropicales Desatendidas a

desde junio del 2017 (Chippaux 2017b).

A partir del 2019, la OMS implementd una estrategia para la prevencion y el control de
mordeduras de serpiente, con el objetivo de reducir a la mitad el nUmero de muertes y
casos de discapacidad grave para el 2030 en comparacion con la linea base del 2015
(Williams et al., 2019), teniendo por objetivos una coalicién mundial apropiada, el apoyo
a las comunidades en riesgo, fortalecer los sistemas de salud en un enfoque integrador
y fundamentalmente promover la accesibilidad de los tratamientos o antivenenos.

(Chippaux et al., 2019).

Los antivenenos o sueros antiofidicos son el Unico antidoto efectivo contra la ponzofa
de las serpientes, los cuales estan compuestos generalmente por el fragmento F (ab')2
de una inmunoglobulina G completa, purificada del plasma de un caballo, mula o burro
(equino) u oveja (ovino), previamente inmunizados con ponzonas de una especie de

serpiente  (antivenenos monoespecificos) o varias especies (antivenenos



poliespecificos) (Gutiérrez et al., 2020). Colateralmente, estos también han demostrado
su capacidad para producir reacciones anafilacticas en los pacientes tratados, o producir
la deposicién de complejos inmunes de larga vida media de eliminacion en tejidos como
vasos sanguineos, glomérulos y articulaciones (enfermedad del suero), debido a que la
mayoria de los antivenenos llevan una gran parte de inmunoglobulinas que no estan
dirigidas contra los componentes médicamente relevantes de la ponzona (alrededor del
30%) (Ledn et al., 2018), y pueden desencadenar la produccion de anticuerpos humanos
(IgM e 1gG) en contra de los anticuerpos del antiveneno, mediando la inflamacion y
promoviendo una reaccion adversa tardia asociada con la hipersensibilidad de tipo IlI

(1-2 semanas después de la terapia con antivenenos) (Alangode et al., 2020).

Con base en lo antes descrito, es importante evaluar la relacion riesgo-beneficio y
disponer de medidas de contingencia ante los riesgos intrinsecos que suponen los
antivenenos (Muraro et al., 2021), ya que a pesar de que a nivel mundial se prefiere el
uso de antivenenos polivalentes con la finalidad de asegurar el beneficio de los
pacientes, estos suelen tener baja potencia y dificultad en su fabricacion (WHO, 2018).
Por otro lado, en un contexto en el que solo se dispone de tratamientos
monoespecificos, se enfrenta la dificultad de decidir qué antidoto administrar a la
victima, puesto que, en muchos casos de envenenamientos ofidicos, la serpiente

responsable del accidente permanece sin identificar (Wolfe et al., 2020).



2.2. La identificacion ofidica

2.2.1. Importancia de la identificacién: Un desafio creciente

A nivel clinico, la identidad de la serpiente responsable del accidente ofidico puede
ayudar a los proveedores de atencién médica a anticipar los sintomas de las victimas y
apoyar la toma de decisiones al tratar al paciente (es decir, si se debe administrar o no
antiveneno o qué tipo de antiveneno) (Williams et al., 2019). Esta decision es importante
porque los antivenenos no solo son efectivos contra un nimero limitado de serpientes
venenosas, sino que tienen efectos secundarios potencialmente letales, como
reacciones alérgicas fatales, y no deben usarse para tratar mordeduras de serpientes
no venenosas. Esto es especialmente importante en vista de la escasez y los altos

costos de los viales de antiveneno en muchos paises (Habib et al., 2018).

Sin embargo, la identificacion de serpientes puede ser un desafio, ya que muchas
serpientes se asemejan e imitan a otras especies de serpientes con las que pueden o
no estar estrechamente relacionadas (Rabosky et al., 2016). El nUmero de especies de
serpientes descritas esta creciendo rapidamente, ahora hay mas de 3900 especies a
nivel mundial con aproximadamente 30 nuevas especies descritas cada afio, de las
cuales la quinta parte son médicamente relevantes (Uetz et al., 2021). Solamente dentro
del territorio peruano se han identificado 38 especies de serpientes venenosas, del
complejo Grupo Bothrops (19 especies), Lachesis (1 especie), Crotalus (1 especie),

Micrurus (16 especies) y Pelamis (1 especie) (Maguifa et al., 2020).

Ante esta variedad, y dado que no existen protocolos estandarizados para la
identificacion de serpientes, se han desarrollado diversos enfoques aplicados
principalmente de acuerdo con las capacidades de los sistemas de salud y la
herpetofauna existente en determinada regién, dentro de los cuales se encuentran el

enfoque morfoldgico, bioquimico, inmunolégico y molecular.



Tabla 1. Especies de serpientes venenosas identificadas en el territorio peruano.

Género Bothrops Bothriopsis Bothrocophias Bothriechis Lachesis Crotalus Micrurus Pelamis
Botl_7rops Bothr/opsm Bothrocophias hyoprora Bothr/ech/§ Lachesis muta C(otalus Micrurus annellatus Pelamis
andianus albocarinata schelegeli muta durissus sp. platurus

L Bothrocophias : ;
Bothrops asper Bothriopsis bilineata mircrophthalmus Micrurus bocourti
Bothriopsis . . .
Bothrops atrox oligolepis Micrurus filiformis
Bothrop S Bothri Opsis Micrurus hemprichii
barnetti peruviana
. L . Micrurus
Bothrops brazili  Bothriopsis taeniata Karlschimidti
Bothrops ) )
lojanus Micrurus langsdorffi
Bothrops Micrurus
menesis lemniscatus

Especies Bothrqu Micrurys
neuwiedi margaretiferus
Bothrops ) .
osbornel Micrurus mertensi

Bothrops pictus Micrurus mipartitus
Bothrop S Micrurus narducci
roedingeri
Micrurus peruvianus
Micrurus
putumayensis

Micrurus spixii

Micrurus
surimanensis

Micrurus tschudii
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2.2.2. Identificacién morfolégica

La identificacién morfoldgica es en la actualidad el método rutinario para la identificacion
de especies en una amplia variedad de disciplinas, incluidas la paleozoologia, botanica,
entomologia, ictiologia, ornitologia, mamalogia y herpetologia (Trail, 2021). Es asi
como, para efectos de la identificacion ofidica, se precisa de un herpetélogo calificado
(Durso et al., 2021) el cual realizara una comparacion con individuos de referencia
albergados en museos, guias de campo, claves técnicas, y monografias taxonémicas,
las cuales son propias de las especies de serpientes descritas en alguna region
especifica y rigen desde hace varias décadas los patrones representativos por especie

(Mirtschin et al., 2017).

Este enfoque, aunque ha persistido como el método “gold standard”, tiene como
desventajas principales la variacién geografica y ontogenética en la morfologia y el
patrén de coloracién dorsal, ventral, moteado, recuentos de escamas (Hallas et al.,
2021), y particularmente en el contexto de un accidente ofidico, la mayoria de los
proveedores de salud no estan entrenados en la identificacién de serpientes, y los
expertos calificados no siempre estan disponibles. Ademas, el llevar consigo a las
serpientes responsables es una practica que solo ocurre entre 5 al 30% de los
accidentes (Ariaratnam et al., 2008), pudiendo tener consecuencias severas, incluyendo
el riesgo de una segunda mordida y el retraso en el transporte al centro de salud,
agravando los efectos téxicos de la ponzofia (Willhite et al., 2018). Por otro lado, se
recomienda la identificacion por medio de material audio visual (Bauwens et al., 2018;
Henke et al, 2019); sin embargo, el ofidismo es una enfermedad que afecta
principalmente a poblaciones humanas empobrecidas con acceso restringido a medios

digitales, limitando en gran medida las posibilidades de un diagndstico apropiado.
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2.2.3. Identificacion bioquimica

Bajo el supuesto de que las ponzofas presentan variabilidad en su composicion, los
efectos clinicos seran también variables segun la serpiente responsable del accidente
(Sanhajariya et al., 2020). Siendo asi, la identificacion bioquimica se basa en la
deteccién de los cambios fisiopatolégicos que ocurren en las victimas, utilizando
pruebas de laboratorio y apoyandose en los sintomas y signos de los pacientes, ya que
dentro de una region especifica con herpetofauna conocida, se puede atribuir un cambio

bioquimico dado a la ponzona de determinada serpiente (Kumar et al., 2006).

Entre las practicas mas frecuentes, se incluye la deteccion de anomalias en los
parametros sanguineos, como los niveles indetectables de fibrindgeno (incoagulabilidad
sanguinea) o el aumento del dimero D (> 2,5 mg/L) producto de una coagulopatia de
consumo, niveles anormales de creatina quinasa (> 1000 U/L) acompanados de mialgia
y/o sensibilidad muscular producto de una miotoxicidad, presencia/ausencia de
mioglobinuria, presencia de signos neurotéxicos en los grupos nerviosos oculares y
bulbares, asi como paralisis de la musculatura respiratoria, o deteccién de hemdlisis
intravascular, trombocitopenia y un nivel anormal de creatinina y lactato deshidrogenasa

con o sin insuficiencia renal aguda. (Ireland et al., 2010).

En el contexto latinoamericano, luego de un decalustro de investigaciones, se sabe que
las ponzonas de la familia Viperidae tienen una acciéon comun de destruccion tisular y
alteraciones en la coagulaciéon sanguinea (principalmente de los géneros Bothrops y
Lachesis), en tanto que los efectos neurotoxicos son fundamentalmente asociados a los
géneros Crotalus y Micrurus (Gutiérrez, 2002). Con esta informacién, y en conjunto con
registros de incidencia geogréfica, los resultados bioquimicos fisiopatolégicos pueden

encontrar la identidad de una serpiente involucrada en un caso de ofidismo.

Por otro lado, también se ha demostrado que las ponzoias de serpientes de distintos

géneros pueden propiciar efectos clinicos semejantes (Pardal et al., 2004), restando
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congruencia al método bioquimico, ademas de que muchas de las pruebas de
laboratorio requieren de hasta 24 horas para entregar un resultado (Churchman et al.,
2010; Isbister et al., 2010), al igual que las anomalias detectadas, constituyendo una
limitante de gran magnitud ya que la severidad del ofidismo se asocia estrechamente al

tiempo transcurrido desde el accidente (Mise et al., 2018).

2.2.4. Identificacién inmunolégica

La identificacién de base inmunolégica constituye un enfoque dedicado a la deteccién
de antigenos especificos de la ponzofia de las serpientes a través de anticuerpos
generados contra la misma, mediante ensayos que se han desarrollado a través de los
afios para satisfacer los criterios de eficacia, asequibilidad, estabilidad de

almacenamiento y aplicabilidad en poblaciones vulnerables.

Entre las técnicas mas utilizadas, se encuentra el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) de tipo sandwich, basado en el principio de captura de antigenos de
la ponzofa con anticuerpos inmovilizados en microplacas y la deteccién de dichos
antigenos a través de otros anticuerpos etiquetados con cromdégenos o fluoréforos. Esta
metodologia, a través de sus multiples variantes (AB-ELISA, IgY-ELISA, ELISA doble
sandwich, ELISA Dot-Blot, ELISA sandwich con tiras de flujo lateral, entre otros), ha
reportado identificar con éxito diversas especies de serpientes utilizando muestras de
pacientes afectados por accidentes ofidicos, con limites de deteccién que oscilan entre
0,1 pg/mL y 10,0 ng/mL segun se usen anticuerpos disefiados para la deteccion
cromogeénica o fluorogénica. Sin embargo, estos ensayos en su mayoria requieren de
varias horas para obtener un resultado, ademas de personal entrenado y equipos
necesarios para realizar la lectura, dificultando su aplicacién rutinaria en zonas rurales

(Puzari y Mukherjee, 2020).

Ademas, se han desarrollado ensayos adicionales bajo el mismo principio de captura de

antigenos, pero con una variacion en la superficie en la que esta tiene lugar. Tal es el
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caso del inmunoensayo optico, que recurre a una placa de silicio en la cual se
inmovilizan anticuerpos que al capturar los antigenos de la ponzofia ocasionan un
cambio visiblemente observable en la placa, reportando una identificacion de multiples
especies de serpientes a la vez con un limite de deteccion de 200 a 0,2 ng/mL en un
tiempo estimado de 33 minutos, aunque con limitada disponibilidad y aun no
comercializable (Van Dong et al., 2004); el ensayo de inmunofluorescencia basado en
microesferas, que dispone de esferas de captura compuestas de anticuerpos contra la
ponzofia que han sido purificados para aumentar la especificidad, y biotinilados, de
manera que cuando ocurre la captura, un anticuerpo secundario permite la reaccién
fluorescente y la posterior deteccion, con un limite de deteccién reportado de 5-10
ng/mL, teniendo como desventaja el alto costo de los reactivos y la necesidad de un
microscopio UV (Gao et al., 2008); o el ensayo de flujo lateral basado en nanoparticulas
de oro, el cual utiliza una tira inmunocromatografica como soporte de captura, y
anticuerpos conjugados con oro coloidal, con un limite de deteccién de 5 ng/mL en 20
minutos, presentando como inconveniente la baja estabilidad de almacenamiento,

afectando directamente al limite de deteccion (Hung et al., 2014).

Otros ensayos, como inmunodifusion, inmunofluorescencia, hemaglutinacion,
inmunoelectroforesis y radioinmunoanalisis (RIA), se encuentran actualmente en
desuso, debido a su poca utilidad practica en el ensayo rutinario, siendo destinados

principalmente al ambito de investigacion (Theakston et al., 2014).

Como sintesis, se considera que los métodos de base inmune estan en continuo
desarrollo, ya que la deteccion de antigenos es cada vez menos satisfactoria por los
motivos expuestos para cada ensayo, ademas de las reacciones cruzadas, que restan
especificidad a la capacidad diagndstica de este enfoque, y reducen su utilidad a

regiones geograficas especificas (Tate y Ward, 2004).
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2.2.5. ldentificacion molecular

Este enfoque se basa en la aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
en el que la identificacién se realiza utilizando trazas de acidos nucleicos de la ponzofia
que se deja en los sitios de mordedura en la piel humana, amplificando miles de veces
regiones objetivo en una reaccion en la que participan una polimerasa termoestable en
conjunto con cofactores, dideoxinucleétidos, y un par de cebadores especificos de
secuencia, y empleando ciclos de distintas temperaturas para propiciar la denaturacion
de acidos nucleicos, la hibridacién de los cebadores, y la extensiéon de las hebras

sintetizadas.

A manera de antecedentes, podemos senalar el primer estudio que aplicé este enfoque
para distinguir el veneno de la cobra tailandesa (Naja kaouthia) de los venenos de otras
especies tailandesas utilizando un modelo experimental de ratén. En este estudio inicial,
se eligieron las secuencias de cebadores de nucleétidos para el gen que codifica la
cobrotoxina de la cobra china (Naja atra), dado que, en ese momento, las secuencias
de N. kaouthia aun eran desconocidas, comprometiendo asi la especificidad

(Suntrarachun et al., 2001).

En investigaciones posteriores, se utilizaron secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt)
extraidas del veneno liofilizado y también se desarrollé un sistema de codigo de barras
de ADN para la identificacién precisa de venenos. Se propuso utilizar el ADNmt para la
identificacion de venenos a través de la técnica de PCR, planteando que podria superar
algunos problemas encontrados con métodos de base inmunoldgica, aunque se
requeriria una muestra de veneno de tamafno considerable para extraer una cantidad
suficiente de ADNmt, llevando a una baja sensibilidad, por lo que no pudo considerarse

un método de diagnéstico practico (Pook y McEwing, 2005).

Siguiendo esta linea, otro estudio utilizé una combinacion de factores morfoldgicos y

moleculares para el diagnéstico de accidentes ofidicos al sur de Nepal, mediante el uso
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de PCR, empleando como marcador el gen mitocondrial que codifica para la enzima
citocromo b (Cytb), siendo este el primero en reportar el uso de métodos de genética
forense para la identificacion de especies de serpientes en un estudio clinico prospectivo
(Sharma et al., 2016). No obstante, conserva las desventajas intrinsecas asociadas a la
PCR convencional, en términos de baja sensibilidad, sobre todo cuando las medidas
tomadas por los pacientes luego de sufrir las mordeduras no son las apropiadas,
ademas del requisito de un técnico calificado para la configuracién experimental y el
analisis de datos. Por lo tanto, este método puede no ser adecuado para el diagndstico

clinico rapido de la mordedura de serpiente, especialmente en los paises en desarrollo.

En general, los resultados obtenidos del método basado en PCR de identificacion de
especies de serpientes sugieren la selectividad y buena detectabilidad de esta técnica;
sin embargo, tiene una aplicacién de diagnéstico limitada debido al alto costo de
operacion, la falta de velocidad en la deteccién y el requisito de experiencia para la

preparacion de muestras, el funcionamiento del instrumento y la interpretacion de datos.
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Figura 2. Resumen de la evolucion de los métodos de identificacion ofidica. (Puzari
y Mukherjee, 2020).
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2.3. La amplificacion isotérmica mediada por bucle

2.3.1. Identificacion y diagnéstico mediante LAMP: Una alternativa emergente

Dentro del marco de la creciente busqueda por métodos diagnésticos generales que
sean eficientes (sensibles, especificos y rapidos) y costo-efectivos, la amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP) se presenta como una alternativa promisoria
dentro del enfoque molecular, ya que es un potente método de amplificacion que se
lleva a cabo en un entorno isotérmico, por lo que no es necesario realizar cambios en la
temperatura tipicamente requerida por la PCR convencional, gracias a la actividad de
desplazamiento de cadena de una polimerasa aislada de Bacillus steaerothermophillus,
y el uso de un conjunto de 4 a 6 cebadores (internos, externos y del bucle) que se unen
a sitios unicos en la secuencia objetivo, dandole gran especificidad, y propiciando un
producto compuesto por varias repeticiones invertidas, dentro de una estructura de
multiples bucles con segmentos de hebra simple, los cuales se pueden aprovechar para
ser hibridados con sondas de ADN especificas y facilitar el analisis de los productos de
la reaccion. Esto significa que todos los procesos, desde la reaccién de amplificacién
hasta la reaccion de deteccion, se pueden llevar a cabo de forma completamente
isotérmica, prescindiendo de un analisis electroforético o sucedaneos (Huang et al.,

2020).

El proceso de amplificacion de LAMP comienza con la hibridacién de uno de los
cebadores internos (FIP) con el ADN objetivo para formar ADN de doble cadena.
Después de este paso inicial, el cebador externo (F3) se une a su regidon complementaria
y la sintesis de la nueva hebra desplaza la hebra complementaria generada por el
cebador interno. Debido a que los cebadores internos estan formados por una secuencia
complementaria a la cadena molde y otra que esta incluida en la misma (F1cy F2; B1c
y B2), la hebra complementaria desplazada que se origin6 a partir de este cebador es
capaz de formar una estructura de bucle en un extremo. Esta hebra sirve como objetivo

para la sintesis de ADN iniciada por el segundo cebador interno (BIP), y el posterior
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desplazamiento de la hebra por la sintesis de ADN propiciada por el segundo cebador
externo (B3). Esto permite que el otro extremo de la cadena de ADN desplazada forme
una estructura de bucle, lo que resulta en una estructura de ADN similar a una
mancuerna, a partir de la cual se inicia la amplificacion exponencial, con la hibridacion
de los cebadores internos en las regiones de hebra simple de los bucles, haciéndose un
proceso reiterativo por la generacién de nuevos bucles, de manera que se puede
amplificar hasta 10° veces en una hora (Sahoo et al., 2016). Para mejorar atin mas la
eficiencia de amplificacion, se utilizan cebadores del bucle (LF y LB), que hibridan en
las regiones de hebra simple de los bucles y acortan el tiempo de reaccién. Estos
cebadores, al portar fluoréforos, serian las sondas a partir de las cuales se puede

obtener un producto de facil identificacion (Mori et al., 2006).
2.3.2. Aplicaciones y relevancia en el diagnéstico

En la actualidad, la técnica de amplificacion isotérmica es apropiada para la deteccion
de microorganismos patégenos en el ambito agricola, de medicina veterinaria,
seguridad de los alimentos, monitoreo ambiental, bioterrorismo y de diagndstico clinico,
siendo los principales patdgenos detectados Salmonella Typhimurium (Shang et al.,
2021), Leptospira patogénica (Nurul et al., 2019), Enterococcus spp.(Yousefi et al.,
2019), Vibrio cholerae toxigénico (Yu et al., 2019), y mas recientemente, SARS-CoV-2

(Alekseenko et al., 2021; Bokelmann et al., 2021; Fowler et al., 2021).

En cuanto a la versatilidad del método, esta se debe gracias a que se puede utilizar
tanto ADN como ARN (RT-LAMP), o funcionar con multiples conjuntos de cebadores
(mLAMP), ademas de ser compatible con mecanismos de deteccion de fluorescencia,
electroquimicos, quimioluminiscentes, colorimétricos y turbidimétricos, incluir amplios
rangos de pH y temperatura que sean aceptables, y la capacidad del ensayo para
aceptar muestras no procesadas, restando la necesidad de personal entrenado, todo

mientras se mantiene la especificidad y la sensibilidad, otorgandole una relevancia
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considerable en el diagndstico dada su flexibilidad, accesibilidad y robustez (Moheling

et al., 2021; Thompson y Lei, 2020).
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Figura 3. Diagrama patrén de la reaccion LAMP. (Nzelu et al., 2019)
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipoétesis

La amplificacion isotérmica mediada por bucle multiple asociada a sondas fluorescentes
permite la identificacion eficiente de las especies de serpientes responsables de

accidentes ofidicos.

3.2. Objetivo general

Determinar de manera eficiente la identidad de algunas de las principales especies de

serpientes venenosas peruanas responsables de accidentes ofidicos mediante mLAMP.

3.3. Objetivos especificos

- Obtener las secuencias correspondientes a los genes mitocondriales que codifican
para la subunidad 1 de la enzima citocromo oxidasa | (COl), enzima citocromo b
(Cytb), y ARN ribosomal 12s (12S rRNA) de las serpientes peruanas Bothrops
atrox, Lachesis muta 'y Crotalus durissus.

- Desarrollar la técnica LAMP de identificacion fluorescente a simple vista para
Bothrops atrox, Lachesis muta y Crotalus durissus. mediante el disefio de los
conjuntos de cebadores especificos de especie y la estandarizacion de las
condiciones de la reaccion.

- Validar el desempeno de la técnica LAMP de identificacion ofidica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biolégico

Se utilizaron ejemplares adultos de Lachesis muta, Crotalus durissus, Bothrops atrox y
Boa constrictor, mantenidos en cautiverio en el serpentario “Oswaldo Meneses” del
Museo de Historia Natural. Las mudas de las pieles de cada individuo se colectaron y
se lavaron en solucion salina al 8%, seguido de un lavado en etanol absoluto, para

posteriormente ser almacenadas en etanol absoluto a -20 °C hasta su uso.

4.2. Reactivos

Tampon TAE 50X (Thermo Scientific), agarosa tipo | (Calbiochem), Tag DNA
Polymerase 5 U/uL (Thermo Scientific), Bst 3.0 DNA Polymerase (NEB),
Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (NEB), Isothermal Amplification Buffer Il Pack
(NEB), Magnesium Sulfate (MgSO4) Solution (NEB), GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Invitrogen), Nuclease-Free Water (Invitrogen), Polyethileneimine

M.W.600 (Thermo Scientific).

4.3. Equipos

- Balanza analitica (Addam)

- Bano de temperatura (Memmert)

- Microcentrifuga (Eppendorf)

- Equipo de electroforesis multiSUB Midi Duo (Cleaver)
- Espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Scientific)
- Medidor de pH (Hanna Instruments)

- Camara de flujo laminar (Labconco)

- Termociclador Turbocycler 2 Blue-Ray (Biotech)

- Transiluminador (Thermo Scientific)

- Fotodocumentador (Cleaver)
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4.4. Obtencion de las secuencias de los genes COI, Cytb y 12S rRNA

4.4.1. Diseno de cebadores

Con la finalidad de obtener cebadores que propicien la amplificacién de los marcadores
mitocondriales COI, Cytb y 12S rRNA para todas las especies en estudio, se utilizaron
secuencias codificantes altamente conservadas de cada marcador (Tabla 2). Estas
secuencias fueron alineadas mediante la herramienta Clustal W incluida en el software
Bioedit, y posteriormente exportadas al programa en linea Primer Ident para la obtencion
de los cebadores candidatos, realizando una seleccion en base a los parametros de
longitud de cebadores, temperatura de hibridacién, porcentaje de GC y valor AG en la
formacion de dimeros a través de la herramienta Oligoanalyzer, para luego ser
sintetizados (Invitrogen Custom Primers). Tomando en consideracion la posicion de
hibridacion de los cebadores en los respetivos alineamientos, se esperan productos de
amplificacién para COI, CytB y 12S rRNA de una longitud aproximada de 449 pb, 505

pb y 344 pb, respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 2. Secuencias utilizadas en el diseiio de cebadores.

Gen Mitocondrial Especie seleccionada

Cddigo de Accesion

Bothrops atrox MH698143.1

Bothrops brazili MH698099.1

Cytb Bothrops pictus AF292583.1
Crotalus durissus AY937305.1

Lachesis muta AY223604.1

Bothrops atrox MH273563.1

Bothrops brazili MH273566.1

Bothrops asper KU986307.1

COl Bothrops barnetti KU986343.1
Bothrops leucurus KU986310.1

Bothrops newiedi JQ627371.1

Crotalus durissus JQ627373.1

Bothrops atrox KX694564 .1

Bothrops brazili EU867252.1

Bothrops newiedi EU867260.1

12S rRNA Bothrops ammodytoides AY046572.1
Bothrops lutzi MH697945.1

Crotalus durissus AF259248.1

Lachesis muta MF673200.1
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Tabla 3. Cebadores disefiados para la amplificacion de los marcadores mitocondriales COIl, CytB y 12S rRNA.

Lonaitud Tm Tm Tm Delta G Delta G
Gen Cebador Secuencia (5'->3') ( gb) minima media maxima %GC autodimero heterodimero
P (°C) (°C) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol)
Directo TAGTRACYGCCCACGCATTYA 21 54 57.7 61 50 -5.92
COl -8.22
Inverso CGGTCYGTYAGGAGYATNGT 20 50.3 56.4 62 55 -6.68
Directo TTCTTCYTRGCAATCCAC 18 46.5 494 523 444 -5.56
Cytb -7.43
Inverso CGATRTCTGAGTTTGTNCC 19 47.2 50.5 53.8 474 -7.49
Directo CGCCAAACAACTACGAGTTA 20 52.8 45 -4.88
12S rRNA -6.75
Inverso CGCACTTCATTGCGTTRTGT 20 53.9 55.4 56.8 47.5 -8.7
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4.4.2. Obtencion de ADN gendémico

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico a partir de las mudas de las pieles de las
serpientes utilizando el GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Invitrogen), siguiendo
las recomendaciones del fabricante y el protocolo estandarizado por Khedkar (2016) con
ligeras modificaciones. Brevemente, se tomaron las mudas de las pieles de serpientes
almacenadas en etanol, se enjuagaron con solucién salina al 8% y se dejaron secar al
ambiente, para luego pesar 20 mg de cada una, disgregar finamente con una hoja de
bisturi y colocarlas en un tubo de 1,5 mL junto con 160 uL de solucion de digestion y 40
ML de Proteinasa K. Se incubdé a 56 °C durante toda la noche y posteriormente se
centrifugd a 6000 RPM durante 15 minutos, tomando el sobrenadante para continuar la
extraccién segun el protocolo sugerido para tejido por el fabricante del kit. La
cuantificacién del ADN obtenido se realizé por espectrofotometria empleando el equipo

Nanodrop (Invitrogen).

4.4.3. Ampilificacion de los genes COI, Cytb y 12S rRNA

Se realiz6 la amplificacién de cada uno de los marcadores en estudio utilizando el kit
Tag DNA Polymerase, recombinant (5 U/pL) (Thermo Scientific), anadiendo los
reactivos en las cantidades recomendadas por el fabricante (Tabla 4), y se encontraron
las condiciones Optimas de la reaccién utilizando una gradiente de temperatura de
hibridacion de 55 a 65 °C (Tabla 5). Los productos de PCR obtenidos fueron analizados
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, conteniendo el intercalante
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), y utilizando tampéon TAE como tampdn de
corrida, a un voltaje constante de 90 V durante 1 hora. Luego de la corrida, los productos

fueron visualizados en un fotodocumentador de luz UV.
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Tabla 4. Reactivos utilizados en la reaccion de amplificacion de los genes COlI,

Cytb y 12S rRNA.

Reactivos Conce_nt_racién Conce_ntracic')n ~Vol_umen
Inicial Final anadido (uL)

Tampon 10X Taq Buffer with KCI 10 X 1X 2.5
dNTPs (NEB) 10 mM 0,2 mMclu 0.5
Cebador directo 10 uM 0.5 uM 1.25
Cebador inverso 10 uM 0.5 uM 1.25
MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.75
Taqg DNA Polymerase Recombinant 5 U/uL 0.02 U/uL 0.1
ADN Variable 0.8 ng/uL Variable
Agua - - Hasta 25

Tabla 5. Condiciones éptimas para la amplificacién de los marcadores COI, CytB
y 12S rRNA.

Temperatura (°C) Tiempo
Paso
128 128
COl CytB FRNA col CytB FRNA

Denaturacion Inicial 94 3 minutos

Denaturacion 94 45 segundos
30 ciclos  Hibridacion 55 55 57 30 segundos

Extension 72 45 50 35

segundos segundos segundos

Extension Final 72 10 minutos
Mantener 4 0
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4.4.4. Secuenciacion y anéalisis

La secuenciacion de los productos amplificados se realizo a través del servicio EZ-Seq
que brinda MACROGEN INC (Seul - Corea del Sur). Este servicio consistido en la
secuenciacion por duplicado de las hebras directa en inversa del producto de la

amplificacién empleando un secuenciador ABI 3730XL bajo el método de Sanger.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas y editadas utilizando el

programa Chromas 2.6.6.

4.5. Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle Multiple (mLAMP)

4.5.1. Diserio de cebadores mLAMP

Las secuencias obtenidas de los marcadores mitocondriales COIl, Cytb y 12S rRNA
fueron importadas al programa en linea PrimerExplorer V5, y los conjuntos de cebadores
para la reaccién mLAMP fueron generados para cada marcador. Luego, se seleccion6
el mejor conjunto de cebadores por especie en base al porcentaje de identidad que
tuviesen con respecto a otras especies utilizando la herramienta BLASTN, y tomando
en cuenta el parametro Delta G para la formacién de dimeros mediante la herramienta
Oligoanalyzer. Posteriormente, se realizé una busqueda de 3 fluoréforos que posean
interseccidn en sus espectros de absorcion para la longitud de onda UV, y que a su vez
sean disimiles en el pico de sus espectros de emision, mediante la herramienta en linea
AAT Bioquest's interactive Spectrum Viewer, encontrando dicha condicién para JOE
(Carboxi-4,5-dicloro-2,7-dimetoxifluoresceina), ATTO 550 y ROX (Carboxi-X-rodamina).
Dichos fluoréforos fueron afiadidos a las secuencias de los cebadores del bucle
seleccionados para cada especie y sintetizados junto con los demas cebadores del

conjunto (Custom DNA Oligos IDT).
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Figura 4. Espectros de absorcion y emisiéon de JOE, ATTO 550 y ROX. En lineas punteadas se muestran los espectros de absorcion y en
lineas continuas los espectros de emision (AAT Bioquest).
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Tabla 6. Cebadores disenados para la reaccion mLAMP.

(E)?oljJ:t(i:\lliy Gen Cebador Secuencia (5’ — 3')
Directo CTTGACGGTACTTCACCACA
Inverso CGTGAGAGTGTAGCCCATCT
Directo AGACTGTAGGCAAGGGGGGG-
fgéhféﬁ’\an” ox interno CCTAGAGGAGCCTGTCCAA
Inverso CGTCGCCAGCCTACCTTGTG-
interno TGAGTTACACCTCGACCTGT
Bucle AAGTAGGCCAAACAGTACCCACAC/3Joe N/
Directo TGGTCCCCCTAATAATCGGA
Inverso ATGGCTAAGTCAACGGATGG
Crotalus Directo AAGGAGGAGGAGGAGTGCTGG-
durissus interno CCCCAGATATAGCCTTCCCT
col Inverso CTTCCTCCTACATCGAGGCCGG-
interno GCCAGAGTGGACTAAGTTCC
Bucle CTGAACCGTCTACCCCCCTCTA/3ATTO550N/
Directo AGTCTGACTATCGGGTACT
Inverso TGTACGGCGAAAAAACGG
, Directo AGAATGATATTTGGCCTCATGGTAA-
é";fges’s muta interno CTCTTAATTATCCTAATAGCCACTG
Inverso ATTACAAACCTCCTAACCGCCAT-
interno GGATCATTGATTGCGAAGC
Bucle ATATCTCGGAAACACCCTCACCAC/3Rox_N/

4.5.2. Ampilificacion por mLAMP

La reaccion se llevd a cabo utilizando la Bst 3.0 DNA Polymerase (New England
Biolabs), en conjunto con los reactivos y sus respectivas concentraciones
recomendados por el fabricante (Tabla 7). La mezcla se incubé durante 30 minutos a 65

°C en un bafno de agua termostaticamente controlado.
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Tabla 7. Mezcla de la reaccion mLAMP.

Concentracion Concentracion Volumen

Reactivos Inicial Final  anadido (uL)
;ﬁ?;epﬁrl] Isothermal Amplification 10 X 1X 25
dNTPs (NEB) 10 mM 1,4 mM clu 3,5
Cebadores directos* 10 yM c/u 0,2 uM clu 1 cl/u (total 3)
Cebadores inversos* 10 yM c/u 0,2 yM c/u 1 clu (total 3)
Cebadores directos internos* 10 yM c/u 1,6 uM clu 1 cl/u (total 3)
Cebadores inversos internos* 10 yM c/u 1,6 uM clu 1 cl/u (total 3)
Cebadores del bucle* 10 yM clu 0,2 uM clu 1 c/u (total 3)
MgSO. 100 mM 6 mM 1,5

Bst 3.0 DNA Polymerase 8000 U/mL 320 U/mL 1

ADN Variable 0,8 ng/uL Variable
Agua - - Hasta 25

*Se utilizan los cebadores de los conjuntos de Bothrops atrox, Crotalus durissus y
Lachesis muta.
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4.5.3. Identificacion de los productos

La identificacion de los productos conseguidos se realizd segun el método de
precipitacién con polimeros catiénicos (Mori et al., 2006) agregando 0,2 umol de
Polietilenimina (PEI) (Mw = 600) en un volumen de 25 pL y centrifugando a 1500 RPM
durante 30 segundos. Adicionalmente, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 2% de los productos de la reaccidon, conteniendo SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen) como intercalante, y utilizando tampon TAE como tampon de corrida, a un
voltaje constante de 90 V durante 1 hora. Tanto los precipitados como el gel de agarosa

se observaron en un transiluminador de luz UV (365 nm).

4.5.4. Determinacion de los limites de deteccion

El limite de deteccién de la prueba mLAMP se determindé usando diferentes
concentraciones del ADN gendmico de Bothrops atrox, Crotalus durissus y Lachesis
muta mediante diluciones seriadas de factor 5 con agua libre de nucleasas, las cuales
estuvieron en el rango de 25 ng/pL a 8 pg/uL. Cada una de las diluciones (1 uL) fue

usada como ADN molde en la reaccion mLAMP por triplicado.

4.5.5. Desemperio de la reaccion mLAMP

De manera exploratoria, se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) de la deteccién visual de mLAMP, en
comparacion con la identificacion morfologica (“gold standard”). Para este fin, se
utilizaron muestras de ADN de individuos identificados como Bothrops atrox (30),
Crotalus durissus (30), Lachesis muta (30) y Boa constrictor (30), a través del software
MedCalc version 20.001. Se consideré como un resultado verdadero positivo aquella
reaccion que presenta un precipitado luego de la adicion de PEl y que ademas exhibe
una fluorescencia que se corresponde con la especie determinada por el diagnéstico
morfolégico, un resultado falso positivo como un precipitado con fluorescencia errada o

un producto fluorescente de un tubo identificado como control negativo, un resultado
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verdadero negativo como ausencia de precipitado y fluorescencia de un tubo
identificado como control negativo, y un resultado falso negativo como ausencia de
precipitado y fluorescencia de un tubo en el que se utilizé6 material genético de alguna
de las 3 viboras incluidas en el estudio. El ensayo fue ciego y solo se levanté la

codificacién hasta el momento de la identificacion visual de los productos.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencion de ADN genémico

A través del método de extraccion descrito, se logré obtener muestras de ADN gendmico
a una concentracion que oscilé entre 56,4 ng/uL y 75,7 ng/uL. Dichas muestras tuvieron
una relacion de absorbancia A260/280 dentro del rango de 1,86 a 1,93, siendo un
indicativo de su pureza. Adicionalmente, el analisis electroforético (Figura 5) reveld la

integridad de los acidos nucleicos obtenidos de cada individuo en estudio (Anexo 1).

48,5 kb—>

0.5 kb—»

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido de mudas de pieles de
serpientes. Carrii M, marcador de peso molecular Quick-Load® 1 kb Extend DNA
Ladder (New England Biolabs); carriles 1-4, ADN gendmico de Bothrops atrox, Crotalus
durissus, Lachesis muta 'y Boa constrictor respectivamente; carril 5, negativo (agua).
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5.2. Amplificacion de los genes COI, Cytb y 12S rRNA

La amplificacién de los genes mitocondriales objetivo fue positiva para Bothrops atrox,
Crotalus durissus y Lachesis muta (Figura 6), encontrando productos de amplificacién
de intensidad semejante entre especies y con un tamafio cercano al esperado para cada
gen, y demostrando la capacidad de los cebadores disefiados de amplificar los

marcadores mitocondriales COI, Cytb y 12S rRNA para distintas especies de serpientes.

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 6. Analisis de los productos de amplificacion de los genes COI, Cytb y 12S
rRNA. Se muestran de izquierda a derecha los amplicones de Bothrops atrox, Crotalus
durissus y Lachesis muta del gen COI (carriles 1-3), gen Cytb (carriles 5-7), y gen 12S
rRNA (carriles 9-11), con sus respectivos negativos (carriles 4, 8 y 12). Carril M,
marcador de peso molecular Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs).
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5.3. Amplificacion por mLAMP e identificacion de los productos

La reaccion en presencia de todos los conjuntos de cebadores especificos para las
secuencias de 12S rRNA de Bothrops atrox, COl de Crotalus durissus y CytB de
Lachesis muta demostrd ser positiva para dichas especies, y negativa para el control
(Boa constrictor), tanto en la identificacion visual como en el andlisis electroforético
(Figura 7). Los productos de amplificacion precipitados con PEI presentaron una
florescencia visualmente diferenciable al ser excitados con luz UV, encontrandose en la
gama del verde, naranja y rojo al utilizarse el material genético de Bothrops atrox,

Crotalus durissus y Lachesis muta, respectivamente.

N, 1517 pb

el «—— 1000 pb

<+«— 300 pb

Figura 7. Analisis de los productos de amplificacion por mLAMP. (A) Resultados
del método de identificacion visual secuencia-especifico. (B) Electroforesis en gel de
agarosa de los productos de amplificacion isotérmica. En ambos casos, se muestran los
productos de la reaccion mLAMP segun correspondan a B. atrox (1), L. muta (2), C.
durissus (3), control negativo de B. constrictor (4), y marcador de peso molecular Quick-
Load® 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) en la electroforesis (M).
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5.4. Determinacion del limite de detecciéon de la reaccion mLAMP

El limite de deteccién para el método de identificacion visual fue de 0,2 ng de ADN
genomico para cada una de las viboras peruanas (Figura 8), utilizando las muestras de
acidos nucleicos extraidos a partir de las respectivas mudas de pieles. Por debajo de
este valor, no fue posible observar a simple vista la presencia del producto de

amplificacion mLAMP o de la fluorescencia secuencia-especifica que este emite.

Figura 8. Limite de deteccion del método de identificacion visual secuencia-
especifico. Se muestran los resultados de la reaccion mLAMP utilizando como ADN
molde el material genético de B. atrox (A), L. muta (B) y C. durissus (C). En cada caso,
se utilizaron muestras de 25 ng (1), 5 ng (2), 1ng (3), 0,2 ng (4), 40 pg (5) y 8 pg (6) de
ADN gendmico.
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5.5. Desempeiio de la reaccién mLAMP

Se encontré6 una concordancia completa entre la identificacion morfologica de los
individuos de los cuales proceden las muestras analizadas y la identificacién mediante
mLAMP (Figura 9). En la Tabla 4 se muestran los estadisticos, considerando una

prevalencia del 75% y un IC del 95%.
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Figura 9. Productos obtenidos del ensayo de desempeiio de la identificaciéon
visual secuencia-especifica por mLAMP. Se muestran los amplicones fluorescentes
identificados como B. atrox (A), Lachesis muta (B), C. durissus (C), y los negativos de
B. constrictor (D).
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Tabla 8. Desempefio de la reaccion mLAMP comparada con la identificacion
morfoldgica.

Identificacion Morfolégica gensibilidad Especificidad
(o)

Prueba : o PPV % NPV %
Positivo Negativo % %
mLAMP 100 100 100 100
Positivo 90 0
Negativo 0 30
IC del 95% = 95.98-100 88.43-100 - -
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6. DISCUSION

A la luz de la necesidad de identificar a las serpientes responsables de los accidentes
ofidicos dados los riesgos intrinsecos que suponen los tratamientos con antivenenos,
es de especial interés el desarrollo y disponibilidad de un método capaz de resolver esta
problematica con eficacia y rapidez, ademas de ser aplicable en las regiones en las que

el ofidismo tiene mayor prevalencia.

En el presente estudio, se describe un nuevo método de identificacién ofidica secuencia-
especifico con el cual se logré la identificacion simultanea de tres especies de serpientes
peruanas: Bothrops atrox, Crotalus durissus y Lachesis muta, a través de tres colores
fluorescentes diferentes facilmente distinguibles, sin la necesidad de utilizar dispositivos
de amplificacion de genes, combinando las caracteristicas de la reaccion LAMP con la
naturaleza uUnica de la PEI de bajo peso molecular para el analisis visual de los

productos.

Este principio fue utilizado por primera vez por Mori (2006) para la deteccion de los virus
de hepatitis B y de hepatitis C, encontrando la cantidad 6ptima de PEI (0,2 pmol) que al
ser agregada terminada la reaccién LAMP, permitia la formacién de complejos
insolubles de alta selectividad con acidos nucleicos de alto peso molecular, como los
productos de amplificacion LAMP, mas no con polimeros aniénicos de bajo peso
molecular y cadena simple como los cebadores y sondas de ADN, evitando los falsos
positivos y permitiendo el analisis rapido de los productos a través de una fluorescencia

diferencial detectable a simple vista.

Adicionalmente, la literatura reporta la aplicacion exitosa de este método en la deteccién
de dos especies de hongos responsables de la enfermedad de la pera japonesa enana
(Fukuta et al., 2017), y la identificacion simultanea de tres especies de plagas agricolas
de origen entomoldgico (Suzuki et al., 2018). Ambos estudios utilizaron 25 ymol de PEI

para la precipitaciéon de los productos de mLAMP luego de 60 minutos de reaccion,
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encontrando precipitados fluorescentes de gran tamafio visiblemente diferenciables en
sus reacciones positivas; sin embargo, también se observaba un pequeno precipitado
en sus controles negativos, probablemente por un exceso de PEI que estaria formando
complejos insolubles con los cebadores que portan las sondas, tal como lo expone el

grupo de Mori (2006) al realizar la estandarizacién de la cantidad 6ptima de PEI.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontré que la adicién de 0,2 umol de PEI
de bajo peso molecular a los productos de amplificacion de mLAMP fue suficiente para
producir los precipitados fluorescentes en las reacciones positivas, con una completa
ausencia de estos para los controles negativos (Figura 7). Esto favoreceria la
interpretacion certera por parte de cualquier analista encargado de ejecutar la prueba y
evitando los diagnésticos errados con la consecuente administracion de un tratamiento

equivocado o innecesario en posible perjuicio del paciente (Namal et al., 2021).

Con respecto al limite de deteccion visual estimado, este fue de 0,2 ng luego de 30
minutos de reaccion en nuestro estudio (Figura 8), en contraste con el reportado por
Fukuta (2017) de 100 fg después de una amplificacion de 60 minutos. Dicho margen
podria estar asociado bien a la cantidad de PEI utilizada, o a algunos factores de la
reaccion mLAMP tales como el tiempo y la temperatura de amplificacion, y la
concentracién de cada uno de los cebadores, los cuales fueron optimizados por el grupo

japonés.

En consecuencia, queda abierta la posibilidad de encontrar parametros mas apropiados
que permitan obtener un resultado utilizando una cantidad minima de acidos nucleicos,
de manera que se puedan utilizar muestras con bajo nivel de procesamiento, tal como
ocurre en diversos estudios que aplican amplificacién isotérmica en el diagndstico (Bista
et al., 2007; Estrela et al., 2019; Rddel et al., 2020), abaratando los costos del método y

reduciendo el tiempo necesario para la identificacion.
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Ademas, el ensayo de eficiencia mostré una correcta identificacion del 100% de las
muestras empleadas, entre las cuales 90 muestras pertenecientes a B. atrox (30), C.
durissus (30) y L. muta (30) fueron identificadas como verdaderos positivos, y 30
muestras pertenecientes a B. constrictor fueron identificadas como verdaderos
negativos, en base a los precipitados de fluorescencia diferencial o ausencia de estos
(Figura 9), con una sensibilidad y especificidad analiticas calculadas del 100%, al igual
que los valores predictivos positivo y negativo (Tabla 8). Estos resultados son
comparables a los descritos por Blaser (2018) al estandarizar y validar un método de
identificacion para 2 especies de insectos basado en LAMP, donde también se reporta
una coincidencia del 100% cuando se realiza el ensayo en el laboratorio, aunque cuando
se realiza en el campo, la sensibilidad general cae al 93,6 %, y el valor predictivo
negativo al 95%, lo cual sugiere la necesidad de contrastar el ensayo aqui descrito en

evaluaciones in situ.

Dentro de dicho contexto, una de las posibles aplicaciones del método de identificacion
ofidica planteado estaria en la identificacion con fines taxondmicos y de conservacion
ambiental de fauna in situ, tal como lo reporta Lin (2021) en un estudio que tuvo como
objetivo la deteccidn simultanea de tres especies de tiburones anotadas en la lista de la
Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Floray Fauna

Silvestres (CITES) utilizando una metodologia con base en la reaccién LAMP.

En la actualidad, se sabe que las serpientes conforman un grupo notoriamente
perseguido por los seres humanos en todo el mundo, en donde se menciona que hasta
el 33% de las especies de serpientes existentes pueden estar amenazadas (Tucker et

al., 2020).

En efecto, el comercio ilegal de piel de serpiente y la caza incontrolada han instigado al
exterminio de muchas especies de serpientes en peligro de extincion, y los esfuerzos
para controlar dicha situacion a menudo se ven obstaculizados debido a la falta de

métodos adecuados de identificacion de especies (Dubey et al., 2011).
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En cuanto a la diferenciabilidad visual de los productos de la reaccion mLAMP, esta es
posible gracias a la especificidad de hibridacion de los conjuntos de cebadores,
especialmente del cebador del bucle que porta los fluoréforos, disefiados a partir de
genes mitocondriales, los cuales constituyen marcadores apropiados para obtener
informacién de gran utilidad a nivel filogenético y filogeografico debido a que poseen
regiones conservadas, permitiendo la amplificacion de multiples secuencias en base a
cebadores universales, tal como los desarrollados en este estudio para la obtencion de
los productos amplificados de las regiones mitocondriales utilizadas (Figura 6); y
regiones de alta variabilidad interespecifica (Murray et al., 2017; Weinell et al., 2020;
Holding et al., 2021), permitiendo el discernimiento entre especies en base a sus

secuencias de acidos nucleicos.

El enfoque de identificacién secuencia-especifico aplicado a la identificacion ofidica se
ha demostrado a lo largo de diversos estudios, entre los cuales podemos citar el uso de
las secuencias del gen 12S rRNA aisladas a partir de la ponzofia de las serpientes para
el disefio de un sistema de cdédigo de barras, identificando de manera eficaz entre
distintas especies del género Crotalus (Pook y McEwing, 2005); uso de la secuencia
que codifica la enzima citocromo oxidasa | (COIl) a partir de mudas de pieles de
serpientes, para la identificacién de 15 nuevas especies de serpientes (Khedkar et al.,
2016); o el uso de la regién codificante de la enzima citocromo b (Cytb), cuya secuencia
fue obtenida a partir de muestras de tejido y utilizada en la identificacion de los elapidos

Ophiophagus hannah y Bungarus fasciatus (Kundu et al., 2020).

Con base en las aplicaciones citadas, podemos resaltar la idoneidad y versatilidad de
los marcadores de ADN mitocondrial, ya que este tipo de acidos nucleicos son
ampliamente utilizados gracias a su alto numero de copias, carencia de recombinacion,
herencia matrilineal, segregacion mitdtica, estabilidad frente a la degradacién, y

multiples fuentes de obtencién (Sultana, 2018).
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Al respecto de las muestras de acidos nucleicos, este estudio confirmd la viabilidad de
la extraccion de material genético a partir de mudas de pieles de serpientes, teniendo
caracteristicas de integridad y utilidad en la amplificacion de determinados segmentos
geneticos similares a lo reportado en la literatura, tanto para el uso del método de
extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, en donde se reporta la amplificacion
exitosa de los genes 12S rRNA, Cytb y B-globina a partir de mudas de Trimeresurus
elegansy Naja Naja (Eguchiy Eguchi, 2000), como para el procedimiento tomado como
referencia en este trabajo, el cual empleé columnas de silice incluidas en Kkits
comerciales, y logré una amplificacién positiva del gen COI para 81 muestras de mudas
de pieles, en donde la concentraciéon de ADN gendmico estuvo en el rango de 40 a 60

ng/mL con proporciones de A260/280 en el rango de 1,75 a 1,85 (Khedkar et al., 2016).

En comparacion a lo reportado, las muestras de ADN gendmico utilizadas en la reaccién
mLAMP aqui descrita tuvieron una concentracion que estuvo entre 56,4y 75,7 ng/mL, y
una relacion de A260/280 de 1,86 a 1,93, encontrando un mejor desempefo dadas las
modificaciones al protocolo consideradas, tales como el proveedor del kit comercial de
extracciéon de ADN, la cantidad de tejido por reaccion, la concentracién de Proteinasa K,
asi como el tiempo de incubacion con esta, ya que se sabe que una concentracion
elevada de Proteinasa K puede afectar la integridad de los acidos nucleicos obtenidos
(Santos et al., 2018), y un defecto de la misma puede dar como resultado una muestra
cuya relacion de A260/280 se encuentre por debajo del valor esperado, reflejando
impurezas y resaltando la importancia de este parametro en la extraccion (Qamar et al.,

2017).

Esta metodologia posee diversas ventajas dado que constituye un procedimiento no
invasivo para los individuos de interés, pudiendo prescindir de permisos éticos en la
consecucion de los estudios planteados, al ser parte del enfoque de muestreo no
destructivo de los estudios con base en ADN (Wasko et al., 2003), ademas de reducir

el riesgo de accidentes producto del contacto con las serpientes.
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Finalmente, aunque la utilidad clinica del método aqui desarrollado depende de estudios
posteriores que involucren metodologias de genética forense en la toma de muestras y
aislamiento de acidos nucleicos de las victimas de ofidismo, existe evidencia que
expone la viabilidad de estos procedimientos en la identificacion de especies de
serpientes en el contexto de un accidente ofidico (Sharma et al., 2016), abriendo un
panorama promisorio en la aplicacién de la amplificacion isotérmica para la identificacion

de serpientes médicamente relevantes.
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. CONCLUSIONES

Los cebadores universales disefiados permiten la elucidacién de las secuencias
mitocondriales de los genes COI, Cytb y 12S rRNA de diferentes especies de
serpientes.

El ensayo mLAMP de identificacion ofidica desarrollado hace posible la identificacion
de tres especies de serpientes en un solo analisis sin la necesidad de equipos de
amplificacion genética ni de electroforesis.

El método desarrollado fue validado a escala de laboratorio como altamente
sensible, especifico, y constituye una tecnologia que permitiria a los investigadores
y técnicos identificar entre especies de serpientes con rapidez y de manera costo-

efectiva.
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9. ANEXOS
9.1. Anexo 1. Fotografias de las viboras peruanas incluidas en este estudio. Fuente:

Serpentario “Oswaldo Meneses”, Museo de Historia Natural - UNMSM

Crotalus durissus (“cascabel”)

Lachesis muta (“shushupe”) Boa constrictor (“boa”)
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9.2. Anexo 2. Regiones de hibridacion de los cebadores de mLAMP. Se muestran

sombreadas las regiones correspondientes a las secuencias

[o

reverso

complementario (c)] de los cebadores directo externo (F3), inverso externo (B3),

directo interno (F1c + F2), inverso interno (B2 + B1c) y del bucle o sonda (LB).

61

121

181

241

301

61

121

181

241

301

361

421

F3
TCGCCAAACAACTACGAGTTAAACTTAAAACTTAAAAG SR -

F2 F1
CCTAGAGGAGCCTGTCCAATAACCGACGACCCACGATTAACCCAGCCCCCCCTTGCCTAC

Blc LB
acreTATATACCC N . .~ ;7.7 EAGTAGECOARACAGTA

B2c B3c
EEEAGAGTAAAACGACAGGTCGAGGTGTAACTCATGAGGCGGACCC

I CCCGAGRAATACGGARRACACTACGAAATTAGCCTTTARAGGTGGATTTAGCAGT

AAGCTAGGAATAAAACACCC

Secuencia del gen 12S rRNA de Bothrops atrox

GCATTCATCATAATTTTCTTGATAGTGATACCAATTATAATCGGGGGCTTTGGAAACTGA

F3 F2
I EEEH . CCCCAGATATAGCCTTCCCTCGGATAAATAACATGAGT

F1 Blc
TTCTGACTGCTCCCCCCAGCACTCCTCCTCCTCCT T TR CoACACCACCooaE C

LB B2c
GCAGGAACAGCEECARCCETCTACECEECTCTATCCGGGAACTTAGTCCACTCTGGCI

B3c
I C T TC TCTCTTCATTTAGCCGGAGCATCTTCCATCCTAGGAGCA

ATTAATTTCATCACCACATGCATCAACATAAAACCCAAAGCCATACCTATATTTAACATG
CCTCTTTTCGTCTGGTCTGTTATAATCACAGCAATTATACTACTTCTAGCACTACCCGTA

CTCGCAGCAGCAATCACAATACTC

Secuencia del gen COI de Crotalus durissus
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121

181

241

361

421

541

601

661

TATTTAATCTCCTCCCAGTAGGATCAAACATCTCAACCTGATGAAACTTCGGATCCATAC
TACTTATCTGCCTAATAATTCAAACCACCACCGGCTTCTTCCTAGCAATCCACTACACAG
CCAATATTAATTTAGCCTTCTCATCAATCATACACATCTCCCGAGACGTACCATACGGAT

GAATCATACAAAATACACATGCCATCGGCGCATCCTTATTTTTCATTTGTATCTATACCC

F3
ACATCGCACGAGGCATTTACTACGGATCCTATCTAAATAAAGA NSRS

F2 F1
Bl CTCTCTTAATTATCCTAATAGCCACTGCCTTCTTCGGCTATGTATTACCATGAGGCC

Blc
ABATATCATTCTGAGCAGCAACAGT A O OCEOeR - ETATEI0E

LB B2c
EARRCACEETCACCAGCTGGTTATGAGGCGGCTTCGCAATCAATGATCCAACATTAACHH

F1
I T TATCCTCCCATTCGCTATTATCTCTCTATCCTCAATCCATA
TCTTACTCTTACATAACGAAGGCTCTAACAATCCATTAGGAACAAACTCAGATATCGACA

AAATACCCTTCCATCCTTATCACTCCTACAAAGACACCCTTATATTAACAATAATAATTT

CTCT

Secuencia del gen Cytb de Lachesis muta
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9.3. Anexo 3. Producto precipitado representativo de la reaccion mLAMP luego de la

adicion de PEI (MW: 600).
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9.4. Anexo 4. Alineamientos de las secuencias de los genes objetivo para el disefio de

los cebadores mLAMP. Se resalta la region de hibridacion de los cebadores del

bucle, responsables de la fluorescencia diferencial, y se sefala el consenso de las

3 secuencias con un asterisco (*), consenso de 2 secuencias con un punto (.) y

divergencia de las 3 secuencias con un espacio en blanco ().

B. atrox

C. durissus
L. muta
consensus

B.atrox

C. durissus
L. muta
consensus

B. atrox

C. durissus
L. muta
consensus

120
121
120
121

CCAGCCTACCTTGTGAAAGAAATARAGTACCCCARACACTACCCACACTAAALCGACAGG

CCAGCTTACCTTGTGAAAGAAAGAAAGTGAGCTAAATAGCA-CCACACTAAAACGACAGG
CCAGCTTACCTTGTAAAAGAAATAAAGTGAGCTAAATAGTA-CTTCACTAAGACGACAGG

* ok kkk _********_*******'***** . .**'***.**.* ‘k‘ _‘k***** _***‘k****

Alineamiento de las secuencias del gen 125 rRNA.

301
301
301
301

ACAAACCTCCTAACCGCCATTCCCTACCTAGGAACAACCCTCACCACCTGACTATGAGGT
ACTAACCTACTAACCGCCATCCCCTACCTGGGAACAACACTCACCACATGGCTTTGAGGC

ACAAACCTCCTAACCGCCATCCCATATCTCCCANACACCCTCACCAGCTGGTTATGAGGC

kk Kk khkkhkkhk KAhkkkkkAhkkhAkkhkkk Ak kK kk Kkkhkkk KKk Kk kkhkkkkk kK * kK Kk kK

Alineamiento de las secuencias del gen COIl.

181
181
140
181

GCCGGGACTGGCTGAACTGTTTATCCCCCCCTCTCAGGAAACTTAGCCCACTCCGGCCCC

GCAGGAACAGCETCAACCETCTACCCCCCTCTATCCGGGAACT TAGTCCACTCTGGCCCA
GCAGGAACCGGATGAACCGCCTACCCGCCCCTCTCAGGAAACTTAGTTCACTCTGGACCG

*kk kK kK kk kkkkk K Kk Ak kk kk kk kk Ak hkAkAk kK *kkkkk KAk k%K

Alineamiento de las secuencias del gen Cytb.
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9.5. Anexo 5. Electroferogramas de la secuenciacion de los genes mitocondriales de
Bothrops atrox (A), Crotalus durissus (B) y Lachesis muta (C) con énfasis en la

region de hibridacion de los cebadores del bucle.

Electroferogramas del gen 12S rRNA
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9.6. Anexo 6. Muestras de ADN utilizadas en el ensayo de desempefio de mLAMP.

Caddigo Especie Concentracién (ng/ulL) A260/280
AA009 B. atrox 68,7 1,88
AAO014 B. atrox 57,7 1,91
AA023 B. atrox 71 1,92
AA031 B. atrox 59,6 1,9
AA038 B. atrox 74,2 1,92
AA039 B. atrox 73,7 1,9
AA044 B. atrox 65,4 1,91
AA048 B. atrox 66,2 1,9
AA049 B. atrox 64,2 1,91
AA050 B. atrox 65 1,88
AA053 B. atrox 71,2 1,89
AA063 B. atrox 69 1,9
AA064 B. atrox 69,8 1,86
AA068 B. atrox 73,4 1,93
AAO071 B. atrox 69,3 1,91
AA075 B. atrox 65,6 1,89
AAO077 B. atrox 68,1 1,86
AA080 B. atrox 74,5 1,89
AA087 B. atrox 61,1 1,87
AA088 B. atrox 75,5 1,87
AA093 B. atrox 65 1,9
AA097 B. atrox 56,7 1,9
AA103 B. atrox 67 1,86
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AA105 B. atrox 59 1,89
AA107 B. atrox 71,9 1,88
AA108 B. atrox 72,5 1,9
AA113 B. atrox 63,4 1,91
AA115 B. atrox 56,5 1,92
AA119 B. atrox 73,3 1,88
AA120 B. atrox 70,9 1,88
AA002 . constrictor 70,9 1,92
AA004 . constrictor 72,8 1,89
AA007 . constrictor 60,1 1,87
AAO011 . constrictor 68,2 1,92
AA012 . constrictor 74,2 1,92
AA015 . constrictor 65,3 1,88
AA017 . constrictor 70,6 1,88
AA021 . constrictor 61,7 1,92
AA022 . constrictor 71 1,87
AA024 . constrictor 63,9 1,92
AA035 . constrictor 69,6 1,9
AA037 . constrictor 67,9 1,86
AA043 . constrictor 65 1,9
AA052 . constrictor 56,6 1,89
AA061 . constrictor 67,6 1,92
AA065 . constrictor 70,5 1,87
AAO067 . constrictor 74,3 1,9
AA069 . constrictor 64,9 1,89
AAO070 . constrictor 719 1,9
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AAO079 B. constrictor 744 1,87
AA081 B. constrictor 64,3 1,9
AA086 B. constrictor 64 1,93
AA091 B. constrictor 747 1,87
AA092 B. constrictor 70,6 1,88
AA094 B. constrictor 74,2 1,92
AA098 B. constrictor 69,4 1,88
AA099 B. constrictor 74,5 1,9
AA100 B. constrictor 64,6 1,87
AA101 B. constrictor 66,7 1,9
AA104 B. constrictor 61,2 1,92
AA001 C. durissus 75,6 1,88
AA006 C. durissus 59,8 1,93
AA008 C. durissus 63,3 1,91
AA010 C. durissus 57,4 1,91
AA013 C. durissus 73,3 1,89
AA018 C. durissus 75,2 1,91
AA026 C. durissus 73,3 1,88
AA027 C. durissus 61,2 1,87
AA030 C. durissus 67,9 1,88
AA033 C. durissus 63,2 1,88
AA034 C. durissus 63,3 1,93
AA036 C. durissus 67,2 1,91
AA041 C. durissus 72,5 1,92
AA042 C. durissus 73,1 1,91
AA045 C. durissus 69,5 1,9
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AA046 C. durissus 63,4 1,89
AA056 C. durissus 64,1 1,9
AA059 C. durissus 74,8 1,91
AA060 C. durissus 58,1 1,89
AA062 C. durissus 66,4 1,92
AA066 C. durissus 71,6 1,91
AAQ072 C. durissus 70,3 1,91
AAO073 C. durissus 62,1 1,91
AAO078 C. durissus 59,1 1,88
AA084 C. durissus 74,2 1,9
AA106 C. durissus 63,9 1,87
AA111 C. durissus 58 1,89
AA117 C. durissus 69 1,9
AA118 C. durissus 58,7 1,92
AA019 C. durissus 75 1,93
AA003 L. muta 69,6 1,91
AA005 L. muta 57,4 1,87
AA016 L. muta 71 1,88
AA020 L. muta 56,8 1,92
AA025 L. muta 56,8 1,93
AA028 L. muta 70,4 1,88
AA029 L. muta 70,8 1,89
AA032 L. muta 71,6 1,92
AA040 L. muta 73,2 1,86
AA047 L. muta 73,5 1,92
AA051 L. muta 60,3 1,89
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AA054 . muta 63,7 1,87
AA055 . muta 72,3 1,92
AAQ057 . muta 66,8 1,88
AA058 . muta 72 1,88
AAQ74 . muta 68,4 1,91
AA076 . muta 74,2 1,87
AA082 . muta 64 1,91
AA083 . muta 61,7 1,91
AA085 . muta 56,5 1,92
AA089 . muta 62,9 1,89
AA090 . muta 71,7 1,88
AA095 . muta 59,3 1,92
AA096 . muta 73,4 1,86
AA102 . muta 60 1,89
AA109 . muta 72,6 1,9
AA110 . muta 69,2 1,89
AA112 . muta 60,2 1,89
AA114 . muta 66,4 1,9
AA116 . muta 68,1 1,88
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