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RESUMEN

La resistencia antibiotica es la habilidad que tienen ciertos microorganismos de sobrevivir
en presencia de un antimicrobiano y resistir los efectos del mismo, proceso que puede ser adquirido
por las bacterias o bien encontrarse de forma intrinseca en el genoma bacteriano, la actividad
antropogénica y el mal uso de antibioticos como tratamiento ha acelerado la dispersion de genes
de resistencia antibidtica (ARG) en ambientes acuaticos, el objetivo del presente estudio fue
determinar los cambios estructurales en la microbiota intestinal de Penaeus vannamei asi como de
la microbiota presente en el sedimento circundante por efecto del uso de dos concentraciones de
oxitetraciclina en la dieta y al retirar la presion de seleccidn bajo condiciones de laboratorio, asi
como la identificacién de genes de resistencia a tetraciclinas y genes de multiresistencia, para este
proposito se utilizé secuenciacion de metagenomas (shotgun) en la plataforma Illumina Miniseq.
El presente estudio mostrd que la microbiota intestinal de Penaeus vannamei fue dominada por las
familias Alteromonadaceae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae, Roseobacteraceae y
Lewinellaceae mientras que las familias que dominaron la microbiota del sedimento fueron
Myoviridae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae y Alteromonadaceae, también se encontrd
que durante la exposicion al antibidtico las familias que se vieron favorecidas debido posiblemente
a su capacidad de resistencia fueron Caulobacteraceae, Alteromonadaceae, Rhodobacteraceae y
Vibrionaceae en las muestras de contenido intestinal, mientras que en las muestras de sedimento
fueron Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae, Myoviridae y Marinifilaceae, también se
identificaron genes de resistencia a tetraciclinas como los genes tet35 y tetR asi como genes
multiresistentes principalmente en las especies Agarivorans gilvus, Burkholderia cepacia y Vibrio
parahaemolyticus a pesar de los cambios estructurales no hubo diferencia significativa en la

abundancia relativa entre tiempos ni matrices.

Palabras clave: Resistencia antibidtica, microbiota Penaeus vannamei, Agarivorans gilvus,

resistencia a tetraciclinas, microbiota sedimento.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance is the ability that some microorganisms have to survive in presence of
an antimicrobial and resist the effects of it, process that can be acquired by bacteria or being
intrinsically in the bacterial genome, anthropogenic activity and misuse of antibiotics has
accelerated the spread of antibiotic resistance genes (ARG) in aquatic environments, the aim of
this study was to determine the structural changes in intestinal microbiota from Penaeus vannamei
as well as the microbiota present in the surrounding sediment due to use of two concentrations of
oxytetracycline in the diet and by removing the selection pressure under laboratory conditions
along with the identification of tetracycline resistance genes and genes associated to
multiresistance, for this purpose we used metagenome sequencing (shotgun) in the Illumina
Miniseq platform. This study showed that the intestinal microbiota from Penaeus vannamei was
dominated by the phyla Alteromonadaceae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae,
Roseobacteraceae y Lewinellaceae while the ones that dominated the sediment microbiota were
Myoviridae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae y Alteromonadaceae, also it was found that
during antibiotic exposure some phyla were promoted possibly due to their resistance ability for
example Caulobacteraceae, Alteromonadaceae, Rhodobacteraceae y Vibrionaceae in the shrimp
microbiota while in the sediment the ones favored were Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae,
Myoviridae y Marinifilaceae, tetracycline resistance genes were also identified, such as tet35 and
tetR genes, as well as multi-resistant genes, mainly in Agarivorans gilvus, Burkholderia cepacia
and Vibrio parahaemolyticus despite the structural changes in the microbiota, there as not

significant difference in relative abundance between times of treatment or matrices

Key words: antibiotic resistance, Penaeus vannamei microbiota, Agarivorans gilvus, tetracycline

resistance, sediment microbiota.
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1. INTRODUCCION

El uso de antibidticos ha cambiado la vida del ser humano ya que se han logrado prevenir y tratar
enfermedades causadas por bacterias que en épocas pasadas representaban un peligro para la
especie humana. Conforme el pasar del tiempo su uso ha aumentado y se ha diversificado, por lo
que hoy en dia los antibioticos también se utilizan para tratar enfermedades en animales dedicados
al consumo humano y como tratamientos preventivos.

El empleo de antibi6ticos en la acuicultura se ha asociado con problemas ambientales y de salud
humana, entre éstos, se incluyen la resistencia bacteriana (Santiago et al., 2009), dicha resistencia
a los antimicrobianos es el término mas amplio para la resistencia de diferentes tipos de
microorganismos; y abarca la resistencia a los medicamentos antibacterianos, antivirales,
antiparasitarios y fungicidas (Serra, 2017).

La alta disponibilidad al uso de medicamentos antimicrobianos en animales terrestres y acuéticos
y en la produccion de cultivos ha sido mencionada como un factor para mantener la economia y
productividad de estos sectores contribuyendo a la seguridad alimentaria y el bienestar animal al
tiempo que protege los medios para la continuidad de la vida y la sostenibilidad de la produccion
animal y agricola (FAO, 2016).

Uno de los antibio6ticos mas utilizados en las unidades de produccion acuicola no solo en México
sino a nivel mundial es la oxitetraciclina (OTC), sin embargo, el uso desmedido de antibidticos
como la OTC ha provocado problemas de resistencia antibiética debido a su alta solubilidad y
persistencia en el ambiente acuatico a pesar de ser sensible a ciertos factores ambientales como la
luz y el pH (Santiago et al., 2009; Zhang et al., 2022) por lo que la resistencia antibidtica es un
problema creciente a nivel mundial. En América Latina las infecciones bacterianas importantes
comienzan a incrementar su resistencia de manera alarmante. Esto significa que las bacterias vienen
evolucionando, sobreviviendo y convirtiendose en cepas més dificiles de tratar, lo que puede causar
enfermedades graves asociadas o muerte. (Garcia, 2012) Por ello es importante analizar desde
varios puntos criticos las interacciones de los genes de resistencia, asi como los efectos del uso de

antibiodticos en organismos modelo como Penaeus vannamei.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Acuicultura de Penaeus vannamei

El crecimiento acuicola en México se debe en buena medida a la produccion de camarén de cultivo,
y por lo tanto es considerada una especie de gran relevancia para el desarrollo econémico nacional,
en el pais existen alrededor de 1500 unidades de produccion dedicadas a la comercializacion y
distribucion de camarén, por lo tanto, es un organismo acuatico de alto valor comercial. Como
parte del recién aprobado Programa Nacional de Pesca y Acuacultura (PNPA) 2020-2024, la
Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) estableci6 como meta lograr el
crecimiento en 15.52 por ciento en la produccion pesquera y acuicola del pais para el 2024
(CONAPESCA, 2021).

El camardn blanco del pacifico Penaeus vannamei posee un cuerpo alargado, dividido en
cefalotérax (rostro, antena, anténulas y periépodos), abdomen (6 segmentos abdominales y
pledpodos) y cola (telson y urdpodos), de color blanco transltcido con tonos amarillos. Tienen
antenas, periopodos (patas delanteras) y uropodos (cola) pigmentados de color rojizo. Cabeza
moderadamente larga con 7 - 10 dientes dorsales y 2 - 4 dientes ventrales, su habitat son sistemas
marinos con temperatura media anual de 20 ° C, toleran un intervalo de salinidad entre 2 - 40
unidades practicas de salinidad (ups), con un 6ptimo de 35 ups (Anaya, 2005; Campafa et al.,
2009).

La gran mayoria de las unidades acuicolas de México se encuentran localizadas en la costa del
Pacifico, principalmente localizadas en tres estados los cuales son Sonora, Sinaloa y Nayarit; los
sistemas de produccién en México pueden ser comparados dentro de dos espectros basicos, como
en otros paises del mundo, los sistemas pueden ser agripados en categorias que van de sistemas
con operaciones extensivas a aquellos que son manejados de forma intensiva, sin embargo México
también cuenta con la categoria de unidades manejadas por el sector cooperativo o ejidos y el sector
privado (DeWal et al., 2005).

Las unidades de produccién intensivas generalmente tienen pequefios estanques (1 a 2 ha),

usualmente utilizan sistemas de aireacion y tienen altas densidad de poblacion, estas unidades
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requieren de una gran inversion de capital y pueden alcanzar tasas de produccion de 5 a 15 TM/hg;
sin embargo la mayoria de los sistemas utilizados en México corresponden a sistemas semi-
intensivos donde los estanques tienen generalmente entre 4 y 10 ha de tamarfio; la mayoria tiene
bombas para regular los intercambios de agua y tienen densidades de poblacion moderadamente
altas con rendimientos aproximadamente de 1 a 3 TM/ha (DeWal et al., 2005).mientras que las
unidades de produccion extensivas generalmente utilizan grandes estanques que a menudos son
irregular y estan construidos de una manera relativamente artesanal, mientras que otros pueden ser
estructuras meramente naturales o estar establecidos en flujos naturales de agua y por ende el coste
de inversidn es bajo pero los rendimientos también lo son promediando menos de 1 TM/ha (DeWal
et al., 2005).

Existen varios problemas alrededor de la produccion de camaron como la destruccién sustancial
de manglares en sistemas lagunares, sin embargo al sur del estado los principales efectos sobre los
manglares se atribuyen al crecimiento de comunidades rurales y précticas agricolas; otro de los
problemas atribuidos a la acuicultura de camar6n es la contaminacion del agua, ya que las tasas de
recambio de agua van desde el 5 al 20% por dia en la mayoria de unidades acuicolas, el intercambio
de agua y el exceso de nutrientes afiadidos debido a la sobrealimentacion hacen que el agua que es
descargada en canales de drenaje eventualmente dafie el ambiente en bahias y lagunas (DeWal et
al., 2005).

Las enfermedades han afectado la industria acuicola e México y las unidades de produccion de
camarén han buscado métodos para prevenir o tratar enfermedades desde que fueron establecidas,
se han utilizado desde antibidticos a remedios mas caseros como ajo, vitamina C o secar los
estanques y aplicar fertilizante nitrogenado y cal, el antibiotico que mas se utiliza es la
oxitetraciclina por su amplia disponibilidad y precio sin embargo también se utilizan otros

antibidticos como la enrofloxacina (DeWal et al., 2005; Lyle et al., 2006; Santiago et al., 2009)

2.2. Uso de Antibioticos en Unidades de Produccién de Penaeus vannamei

Un antibidtico es una sustancia quimica producida por microorganismos capaz de matar o inhibir

el desarrollo de otros microorganismos, ademas estos también se pueden producir a escala
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industrial y son de uso comdn en la acuicultura durante los ciclos de produccion, tanto en la fase
larvaria como en la de crecimiento (Santiago et al., 2009).

El empleo de antimicrobianos en la acuicultura se ha asociado con problemas ambientales y de
salud humana, entre éstos, se incluyen la resistencia bacteriana, la persistencia en el ambiente
acuatico y los efectos sobre la biogeoquimica del sedimento, ya que la presencia de antibiéticos en
el agua superficial, agua subterranea, agua de mar, sedimentos y lodos puede afectar el desarrollo
de vegetales, plantas acuéticas y animales, presentando asi retos para los estandares de seguridad
alimentaria (Santiago et al., 2009; Rothwal y Shashidhar, 2014).

En la acuicultura, las enfermedades bacterianas y virales han surgido como un problema serio y
representan uno de los retos mas importantes que enfrenta esta industria, si bien, los virus son de
los principales patogenos que afectan este sector en todo el mundo como el virus del sindrome de
Taura (TSV), virus de la cabeza amarilla (YHV) y el virus de la mancha blanca (WSSV), que
pueden provocar mortalidades de hasta el 100% de los organismos cultivados (Nunan et al., 2014).
Una de las enfermedades que mas afecta el cultivo de camardn ademas de ser de las mas mortales
es la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND), esta fue reportada por primera vez en China en
2009 y en México fue reportada en el afio 2013 (Nunan et al., 2014), AHPND es una enfermedad
altamente virulenta que afecta a varias especies de camaron y es caracterizada por una atrofia severa
del hepatopancreas con tasas de mortalidad cercanas al 100% en los primeros 35 dias del estadio
post-larva (Hong et al., 2016).

Sin embargo, los microorganismos de tipo bacteriano también pueden ocasionar infecciones que
son destructivas para las unidades de produccion. Tal es el caso de las enfermedades ocasionadas
por bacterias del género Vibrio, llamadas vibriosis, asi como también la bacteria causante de la
enfermedad denominada hepatopancreatitis necrotizante (NHP) que son las principales
responsables de las infecciones que afectan a las especies de camardn que se cultivan (Santiago et
al., 2009).

La alta disponibilidad al uso de antimicrobianos en animales terrestres y acuaticos y en la
produccion de cultivos ha sido esencial para mantener la economia y productividad de estos
sectores, a su vez contribuye a la seguridad alimentaria y el bienestar animal al tiempo que protege
los medios para la continuidad de la vida y la sostenibilidad de la produccion animal y agricola.
A nivel internacional varios antibidticos son permitidos para promover el crecimiento de peces en

cultivo, prevenir o tratar enfermedades y esterilizar sistemas acuicolas, estos incluyen la
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tetraciclina, oxitetraciclina, florfenicol, sulfadimetoxina, ormetoprim y sulfamerazina, asi como
aminoglicosidos y amidas. (Zhang et al., 2022).

En Meéxico, los antibidticos mas utilizados para contrarrestar las enfermedades producidas por
bacterias del geénero Vibrio son oxitetraciclina (OTC), florfenicol (FFC), ormetoprim -
sulfametoxazol, sarafloxacina (SARA) y enrofloxacina (ENRO). Alrededor del mundo, se emplean
ademas antibioticos como clortetraciclina, quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, &cido
oxolinico, perfloxacina, sulfametazina, gentamicina y tiamulina (Santiago et al., 2009).

La oxitetraciclina se utiliza para tratar enfermedades tales como vibriosis y furunculosis, como se
mencidnd anteriormente otro de los antibioticos ampliamente usados es la enrofloxacina la cual ha
sido probado también en especies de cangrejos (Scylla serrata), tilapia (Oreochromis niloticus),
camarén negro (Penaeus monodon), camaron chino (Penaeus chinensis) y lubina europea
(Dicentrarchus labrax), otro de los antibiéticos utilizados es ciprofloxacino y se puede utilizar
ante un amplio espectro de bacterias Gram (-) incluyendo los patégenos como Pseudomonas y
Serratia marcescens, mientras que el florfenicol es un potente agente bacteriostacico efectivo en
el tratamiento a infecciones causadas por Pasteurella piscicida, Aeromonas salmonicida, Vibrio
anguillarum y Edwardsiella tarda (Bermudez-Almada y Espinosa Plascencia, 2012).

Sin embargo, existe una creciente preocupacion mundial sobre la resistencia a los medicamentos
antimicrobianos, a medida que aumenta la produccion de camaron por acuicultura, una variedad
de problemas ambientales estan siendo incrementados exponencialmente incluyendo el deterioro
de la calidad del agua, la contaminacion del sedimento y la prevalencia de residuos antibiéticos y
bacterias multirresistentes (Feng et al., 2022) los microorganismos resistentes amenazan con
deshacer décadas de avance en atencion de la salud humana e impactaran directamente la capacidad

de las personas para vivir una vida plena y productiva (FAO, 2016).

2.3.Tipos de Antibioticos

Existen diferentes tipos de antibi6ticos con distintos mecanismos de accion, a continuacion, se

presenta una lista con su clasificacion:
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Betalactamicos: son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se caracterizan
por poseer en su estructura un anillo betalactamico, acttan inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis
de la pared celular bacteriana y constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas
utilizada en la préctica clinica. Se trata de compuestos de accion bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio
margen terapéutico. Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de
nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos gramnegativos; pero la progresiva
aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas
situaciones, el espectro de los betalactamicos incluye bacterias grampositivas, gramnegativas y
espiroquetas. No son activos sobre los micoplasmas porque estos carecen de pared celular, ni sobre
bacterias intracelulares como Chlamydia y Rickettsia. La resistencia natural de las micobacterias
se debe a la produccién de betalactamasas, probablemente unida a una lenta penetracion por las
caracteristicas de la pared. Se pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes (Seija y Vignoli, 2006).

Glucopéptidos: se trata de antibidticos que actdan sobre la pared bacteriana. Actualmente hay dos
drogas en uso clinico: vancomicina y teicoplanina. La vancomicina es un antibiético bactericida de
espectro reducido (solo actla sobre bacterias grampositivas), que se obtiene de Streptomyces
orientales. La teicoplanina tiene una estructura similar a la vancomicina y un perfil de actividad
también similar. Los glicopéptidos son activos ademdas sobre Streptococcus, corinebacterias,
Bacillus spp., algunos actinomicetales y Clostridium spp., incluido Clostridium difficile.
Mecanismo de accion: los glicopéptidos inhiben la sintesis y el ensamblado de la segunda etapa
del peptidoglicano de la pared celular mediante la formacion de un complejo con la porcion D-
alanina-D-alanina del pentapéptido precursor. Ademads, dafia los protoplastos alterando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica y altera la sintesis de ARN. Sus mdultiples
mecanismos de accion contribuyen a la baja frecuencia de desarrollo de resistencia. Se une répida
y firmemente a las bacterias y ejerce su efecto bactericida sin un periodo de induccion, pero solo
sobre microorganismos en multiplicacion activa (Seija y Vignoli, 2006).

Aminoglucésidos: se unen de forma irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo la
lectura correcta del cddigo genético con el consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la
bacteria. La incorporacion de los aminoglucdésidos en el interior de la bacteria, especialmente en

los cocos grampositivos, es mayor al coadministrarse con antibidticos que inhiben la sintesis de la
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pared bacteriana, como son los betalactdmicos y los glucopéptidos (Seija y Vignoli, 2006).
Macrolidos: se unen a la subunidad 50S del ARN ribosémico en forma reversible. La union se
realiza mediante la formacion de puentes de hidrdgeno entre diferentes radicales hidroxilos del
macrolido y determinadas bases del ARNr. Esto provoca un bloqueo en las reacciones de
transpeptidacion y traslocacién (Seija y Vignoli, 2006).

Quinolonas: se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan de una molécula basica formada
por una doble estructura de anillo que contiene un residuo N en la posicién 1. Diferentes
sustituciones, incluyendo la inclusion de residuos de fluor, han derivado desde el acido nalidixico
hasta las quinolonas fluoradas. Las quinolonas son antibi6ticos bactericidas y acttan inhibiendo la
ADN girasa, enzima que cataliza el superenrollamiento del ADN cromosémico, que asegura una
adecuada division celular (Seija y Vignoli, 2006).

Tetraciclinas: son moléculas naturales o semisintéticas con un nucleo hidronaftaceno, que contiene
cuatro anillos fundidos al que se pueden unir distintos radicales que daran lugar a las diferentes
tetraciclinas. Penetran en el citoplasma bacteriano por un proceso dependiente de energia y se unen
de forma reversible a la subunidad 30S del ribosoma (proteinas S7, S14, S19), bloqueando el acceso
de los complejos aminoacil-ARN-t, e impidiendo la continuacion de la sintesis proteica. Estos
compuestos pueden también unirse (aunque menos selectivamente) a los ribosomas 80S de las
células humanas y efectuar la misma accion; sin embargo, carecen de los medios de transporte
especificos de la membrana bacteriana. Los compuestos méas usados son la doxiciclina,
minociclina, oxitetraciclina y tetraciclina (Calvo, 2009).

Polimixinas: son antibidticos polipeptidicos, ciclicos y policationicos, con una cadena de acido
graso unido al péptido y se comportan como detergentes cationicos. Tiene una parte hidrofilica (el
péptido) con alta carga positiva que por atraccion electrostatica se une a la superficie de la
membrana, cuya carga neta es negativa. Por otro lado, el extremo lipofilico (la cadena lateral de
acido graso) por interacciones hidrofébicas se une a los fosfolipidos de la membrana. Como
resultado se desorganiza la estructura de la membrana y aumenta su permeabilidad, con la pérdida
de metabolitos esenciales. La mayor presencia de fosfolipidos en la membrana de las bacterias
gramnegativas hace que éstas sean mas sensibles que las grampositivas a la accion de estos agentes
(Calvo, 2009).

londforos: son antibidticos polipeptidicos ciclicos como la valinomicina o las tirocidinas A y B.
Estos compuestos tienen una estructura circular peculiar, es hidrofébica en el exterior e hidrofilica

o polar en el interior. Los iondforos incorporan cationes monovalentes en su interior, y les permite
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cruzar la bicapa lipidica. La penetracion elevada de potasio altera el potencial eléctrico y el
gradiente quimico existente en la membrana, alterando su funcién (Calvo, 2009).

Oxazolidinonas: inhiben la sintesis proteica e impiden la formacién del complejo de iniciacién 70S,
formado por formilmetionil-ARNt, ARNm, diversas proteinas y las subunidades ribosémicos 30S
y 508S. El linezolid se fija a la subunidad ribosémica 50S, en el centro peptidiltransferasa dentro
del ARN ribosémico 23S (dominio V), distorsiona asi el punto de union del formilmetionil-ARNt
y evita, por tanto, la formacion del complejo de iniciacion. Esta familia de antibidticos tiene un
mecanismo de accion singular, y al actuar en una diana distinta no hay resistencia cruzada con otros
antibidticos que también inhiben la sintesis proteica (Calvo, 2009).

Anfenicoles: El cloranfenicol y su derivado, el tiamfenicol, son antibioticos bacteriostaticos que
bloquean la sintesis proteica bacteriana uniéndose reversiblemente a la proteina L16 localizada en
la subunidad 50S. Esta proteina es la que media la fijacion del ARNt a la enzima peptidiltransferasa,
y, por tanto, su blogueo por el cloranfenicol evita la formacion de los enlaces peptidicos (Calvo,
2009).

Hay tres fuentes principales de las que se obtienen los antibidticos: microorganismos, sintesis y
semisintesis. Por ejemplo, bacitracina y polimixina se obtienen de algunas especies de Bacillus;
estreptomicina, tetraciclinas, etc. De especies de Streptomyces; gentamicina de Micromonospora
purpurea; griseofulvina y algunas penicilinas y cefalosporinas de ciertos géneros de la familia
Aspergilaceas (Penicillium, Acremonium); y monobactamicos de Pseudomonas acidophila y
Gluconobacter (Denyer et al., 2012).

El cloranfenicol general se produce mediante un proceso sintético, mientras que en el proceso de
semisintesis una parte de la molécula se produce mediante un proceso de fermentacion utilizando
el microorganismo apropiado y el producto es entonces modificado posteriormente por un proceso

quimico (Denyer et al., 2012).

2.4.L.a Oxitetraciclina como Tratamiento a Enfermedades Bacterianas en Unidades de Produccion

Acuicolas de México

La oxitetraciclina (OTC) forma parte de la familia de las tetraciclinas, estas presentan propiedades

fisico-quimicas similares ya que son compuestos polares, solubles en: acidos, bases, alcoholes,
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disolventes organicos polares y agua e insolubles en hidrocarburos saturados, asi mismo son
antibioticos de amplio espectro frente a las bacterias Gram —, Gram +, Mycoplasmas, Rickettsias
entre otros (Sosa et al., 2013).

La OTC, ha sido utilizada ampliamente en la acuacultura debido a su bajo costo y su amplio
espectro de actividad antibacterial; en el cultivo de camaron la OTC es utilizada en el tratamiento
de infecciones como vibriosis, NHP y furunculosis en el caso de peces, la cual actla principalmente
como bacteriostatico y ejerce su efecto antimicrobiano a través de la inhibiciéon de la sintesis
proteica (Zhang et al., 2022).

Su accion se da a nivel del ribosoma bacteriano manteniendo una difusion pasiva por la membrana
celular exterior de los poros hidrofilicos, una vez en el interior de la célula bacteriana, se liga a la
subunidad 30S de los ribosomas, impidiendo el acceso del aminoacil ARNt al sitio receptor del
complejo ribosoma; esto tiene como consecuencia la falta de adicion de aminoacidos a la cadena
peptidica en crecimiento (Santiago et al., 2009).

Durante el afio 2001 hubo un aumento de casos de infeccidn en gran parte de las unidades acuicolas
del estado de Sinaloa, las enfermedades mas frecuentes eran aquellas relacionadas a gregarinas,
vibriosis y WSSV, durante el tiempo que ocurrian las enfermedades la primera accion fue
incrementar la cantidad del intercambio de agua, mientras que otras medidas fueron limitarse solo
al uso de probiéticos y antibioticos, la mayoria de los acuicultores consideraron las estaciones de
otofio e invierno como las principales en cuanto la cantidad de contagios (Lyle et al., 2006).
Cuando las infecciones ocurrian, la mayoria de los productores utilizaban antibioticos mezclados
con el alimento mientras que otros preferian no suministrar ningun tipo de tratamiento, los
antibidticos mas utilizados fueron oxitetraciclina, enrofloxacina y monensina sodica (Lyle et al.,
2006), de igual forma se han reportado concentraciones de 15.163 mg/L de OTC en estanques de
larvas de camardn en unidades acuicolas de China (Chen et al., 2015) por lo que es importante
mencionar que el estrés selectivo por OTC promueve la proliferacion y la propagacion de genes de
resistencia incluso en concentraciones bajas de OTC (Zhang et al., 2022).

Existen tratamientos alternativos para el control de enfermedades como los postbiéticos, un
postbidtico es un metabolito obtenidos por procesos fermentativos o liberados después de la lisis
bacteriana, por ejemplo los &cidos grasos de cadena corta son &cidos organicos que contienen
aldehido y uno o mas grupos carboxilo como el acifo propidnico y el acido buturico los cuales son

comunmente utilizados como sales en la acuicultura y se ha analizado la suplementacion con sales
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de propionato y butirato en Penaeus vannamei y en Dorada (Sparus aurata) como tratamientos
alternativos a antibidticos ya que muestran modulacion en la microbiota intestinal protegiendo a
los hospedadores de enfermedades infecciosas como enteritis 0 enfermedades causadas por
Aeromonas hydrphila, Vibrio alginilyitucus y Photobacterium damselae (Yao et al., 2020).
También se ha utilizado la vitamina c para mejorar la respuesta inmune (especifica y no especifica)
y disminuir la resistencia infecciosa en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), rohu (Labeo
rohita), dorada (Sparus aurata), mrigal (Cirrhinus mrigala) y pez gato (Ictalurus punctatus) (Yao
et al., 2020).

2.5. Microbiota Intestinal de Penaeus vannamei y Otras Especies Acuéticas

La microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos residentes en un nicho
ecologico determinado, como el intestino humano o de organismos acuaticos como es Penaeus
vannamei, mientras que el microbioma es el conjunto formado por los microorganismos, sus genes
y metabolitos en un nicho ecolégico dado. (Sebastian, 2018).

La colonizacion de la microbiota intestinal esta influenciada por diversos factores como el tipo de
habitat, dieta y condiciones fisiol6gicas del organismo, en especies de invertebrados acuaticos
algunos de los factores que han sido reportados que afectan la presencia de bacterias intestinales
son: la estructura y revestimiento del intestino, el tipo de dieta, condiciones fisicas y quimicas tales
como temperatura, pH y salinidad, también se incluye la fisiologia del huésped y la estacionalidad,
por ejemplo se ha identificado que factores como la temperatura, el fosforo total y la cantidad de
oxigeno disuelto pueden afectar la microbiota intestinal en especies de camar6n como
Macrobrachium nipponense favoreciendo a géneros como Atopostipes y Clostridium dependiendo
de las condiciones ambientales (Enciso, 2016; Zhao et al., 2018).

La comunidad de la microbiota intestinal de animales acuaticos y terrestres puede estar compuesta
por arqueas, bacterias, hongos, protozoarios, virus y bacteriéfagos. Las comunidades han co-
evolucionado junto a sus hospedadores afectando su digestion, absorcién de nutrientes,
mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal, el desarrollo de la inmunidad y la
inmunomodulacion, el metabolismo de xenobioticos y la resistencia a enfermedades (Garcia,
2019).

22



También se ha identificado entre los principales factores que afectan la estructura taxondmica de
la comunidad microbiana en el tracto intestinal de peces, se encuentran la dieta, el nivel trofico, el
habitat y probablemente la filogenia, la salinidad es un factor que tiene una influencia en la
microbiota de peces, diferencias significativas han sido encontradas en la microbiota intestinal de
peces de agua dulce y marina, al igual que la alimentacion la cual es reconocida como el principal
factor que influye en la diversidad y en la estructura de la comunidad microbiana en el tracto
digestivo de los peces (Goémez et al., 2017).

Hanifah y colaboradores (2018) analizaron el microbioma del camardn blanco del Pacifico,
tomaron en consideracion los intestinos de los organismos, asi como el agua de cultivo en unidades
acuicolas de Vietnam y Malasia, la mayoria de las lecturas que se recuperaron de los intestinos de
camarén y estanques fueron asignados a miembros de la phyla Proteobacteria, Actinobacterias,
Bacteroidetes y Fusobacteria. Diferencias significativas en la abundancia relativa del phyla se
observaron entre las muestras aisladas de agua de tanques y aquellas tomadas de los intestinos de
los organismos, Actinobacterias y Bacteroidetes fueron mas abundantes en los estanques, mientras
que los intestinos de camaron tuvieron una mayor abundancia relativa de Proteobacterias.

Se encontrd que un total de seis familias de microorganismos (Alcaligenaceae, Flavobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Acidimicrobiaceae y Rhodobacteraceae) fueron compartidas entre los
camarones y el agua de cultivo, también se encontro que la diversidad microbioldgica varia
dependiendo la zona geografica ya que se encontraron diferencias entre las muestras obtenidas en
Malasia a las muestras de origen vietnamita, también se encontr6 que Microbacteriaceae y
Flavobacteriaceae son mas abundantes en el agua de cultivo, mientras que Vibrionaceae se
encuentra en altas cantidades en los intestinos de camaron.

Holt y colaboradores (2020), encontraron que los taxones mas abundantes en juveniles de Penaeus
vannamei cultivados son Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias, mientras que en
organismos adultos predominan Proteobacterias y Cianobacterias, en su investigacion
compararon el indice de infeccion y los cambios existentes en la microbiota intestinal de
organismos expuestos a WSSV y AHPND y demostré estar significativamente alterada en
asociacion con la infeccién por WSSV.

Sharma y colaboradores (2021) analizaron las diferencias en la microbiota intestinal de Penaeus
vannamei obtenidos de diversas localizaciones geograficas del mundo (Estados Unidos, Ecuador e

India) y encontraron que los camarones criados en unidades acuicolas de Ecuador comparados con
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aquellos silvestres de los Estados Unidos albergaban una mayor abundancia de Proteobacteria y
Planctomyces ademas de presentar una menor abundancia de Tenericutes y Bacteroidetes, siendo
la localizacion geografica uno de los factores que puede influir en la colonizacion de las bacterias
en el tracto intestinal de los organismos acuéticos como lo es el camardn.

Enciso (2016) estudié las diferencias en la comunidad bacteriana de Penaeus vannamei en
presencia y ausencia de sedimento, encontré que los organismos al ser alimentados con calamar y
en presencia de sedimento las familias Chromatiaceae, Vibrionaceae y Pseudoalteromonadaceae
presentaron diferencia significativa en su abundancia relativa, también reporto indices de shannon
para la microbiota intestinal inicial con un valor de 6.13 + 0.267, valor ligeramente menor al 7.28
que reportd Cornejo et al., (2017) en intestinos de organismos saludables.

Por su parte Yukgehnaish y colaboradores (2020) mencionan los efectos de la microbiota intestinal
y su influencia fisiologica en peces y la emergencia de bacterias resistentes a antimicrobianos
(AMR) que provocan enfermedades dificiles de curar e indican el posible uso de la microbiota
intestinal como un efecto positivo para los organismos y por lo tanto demuestran un uso de los
microorganismos como probidticos ya que, el uso generalizado de antibidticos ha provocado graves
problemas bioldgicos y ecoldgicos sobre todo en la aparicion de ARG’s en la microbiota intestinal
de organismos acuaticos.

Gomez y colaboradores, (2017) mencionan que es importante conocer si los organismos acuaticos
tienen una microbiota en comun, lo que se denomina “core gut microbiota” o microbiota nucleo en
el intestino. En peces, tanto marinos como dulceacuicolas, se ha determinado que Proteobacteria
es el phylum dominante seguido de Firmicutes, Fusobacteria y Bacteroidetes, y éstos comprenden
hasta el 90 % de los grupos bacterianos presentes en el tracto digestivo. También mencionan que
en la lubina (Dicentrarchus labrax) se ha encontrado que la microbiota residente es mas diversa
que la transitoria y se atribuye a la menor presencia de bacterias asociadas al mucus.

Zhao y colaboradores (2018) efectuaron un andlisis entre la microbiota del sedimento de estanques
en unidades acuicolas productoras de Macrobrachium nipponense en China y su microbiota
intestinal, en general, la comunidad bacteriana de las muestras de sedimento mostré un mayor nivel
de diversidad y estabilidad que las muestras de contenido intestinal y de agua de estanque e
identificaron que el phylum de mayor abundancia fue Proteobacteria en ambas matrices (intestinos
y sedimentos), seguido de Bacteroidetes, Firmicutes, Chloroflexi y Actinobacteria; al comparar los

resultados con los obtenidos en muestras de agua concluyeron que a pesar de la variacion en la
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abundancia relativa de la comunidad bacteriana, la microbiota intestinal fue mas cercana a la
comunidad del sedimento que del agua.

Los organismos infectados con WSSV tuvieron un aumento de Proteobacterias y Fusobacterias
en el intestino, incluyendo aquellas bacterias que son potencialmente patdgenas pertenecientes al
género Arcobacter, dentro de este género se pueden encontrar patégenos como Arcobacter skirrowi
y Arcobacter butzleri patogenas para el ser humano (Calvo, 2013); con la reduccion de bacterias

del género Bacteroidetes y Tenericutes.

2.6. Resistencia Antibidtica de las Bacterias en los Organismos Acuéticos

La resistencia es la habilidad de las bacterias para replicarse y no solamente sobrevivir en presencia
de un farmaco y es definida como la habilidad de un microorganismo de resistir los efectos de los
antibidticos, puede ser una caracteristica inherente de la bacteria o0 una habilidad que se adquiere
mediante procesos infecciosos (Giono et al., 2020; Balaban et al., 2019).

Las bacterias se vuelven resistentes a los antibidticos ya sea por mutaciones genéticas o adquiriendo
genes de resistencia a los antibidticos (ARG, por sus siglas en inglés), las infecciones bacterianas
resistentes a los antibidticos (BRA, por sus siglas en inglés) tienen tasas mas altas de mortalidad y
morbilidad y resultan en estadias hospitalarias méas prolongadas en seres humanos (Amarasiri et
al., 2020)

La forma mas comun de medir el nivel de resistencia es la concentracion minima inhibitoria (MIC,
por sus siglas en inglés), la cual es la concentracion minima que se necesita de un antibiético para
prevenir la replicacion de las bacterias, una mayor MIC corresponde un mayor nivel de resistencia
(Balaban et al., 2019). La resistencia a los antimicrobianos es el término mas amplio para la
resistencia de diferentes tipos de microorganismos y abarca la resistencia a los medicamentos
antibacterianos, antivirales, antiparasitarios y fungicidas (Serra, 2017).

Los fendmenos de tolerancia y persistencia a antimicrobianos son similares, ya que ambos
provocan el incremento de la sobrevivencia en presencia de un antibi6tico sin aumentar la MIC.
En los estudios que se centran solamente en el entendimiento cualitativo de los mecanismos

moleculares, los dos términos son en ocasiones intercambiables, sin embargo, la persistencia es el
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atributo que afecta solamente una subpoblacion de células mientras que la tolerancia se refiere a la
habilidad de la bacteria de mantener su actividad a partir de la regulacion de su metabolismo en
condiciones adversas (Zhang et al., 2022) y esta habilidad en la poblacién les ayuda a sobrevivir
periodos largos de tratamiento, por ejemplo, con una tasa de muerte menor sin cambio alguno en
la MIC (Balaban et al., 2019).

Sharma y colaboradores (2021) en su analisis de Penaeus vannamei obtuvieron muestras de
camaroén cultivado en los Estados Unidos y las compararon con muestras de camarones importados
de distintos puntos a nivel internacional y encontraron que los organismos producidos en los
Estados Unidos eran distintos a aquellos importados ya que albergaban una comunidad distinta en
la microbiota intestinal y una mayor prevalencia de genes de resistencia a los antibidticos en sus
intestinos.

También mencionan que los datos mostraron que los organismos mostraban una mayor resistencia
a tetraciclina y cloranfenicol, ademas mencionan que la oxitetraciclina es ampliamente utilizada en
las unidades de produccion alrededor del mundo y en el estudio asocian la resistencia a tetraciclinas
a especies como Enterobacter hormaechei, Enterococcus farcalis, Morganella morganii, Proteus
mirabilis y Vibrio parahaemolyticus en organismos importados de India, Vietnam e Indonesia.
Almeida y colaboradores (2021) expusieron organismos de Danio rerio a una concentracion de
10,000 pg/L de OTC durante 60 dias y posterior a ello, retiraron la presion selectiva durante 30
dias mas, durante la exposicién a OTC, se afecto significativamente la abundancia relativa de 11
géneros en la microbiota intestinal en los primeros dias de tratamiento (cinco dias), géneros como
Gemmobacter, Pseudomonas y Mesorhizobium aumentaron su abundancia relativa, mientras que
cinco géneros disminuyeron Cetobacterium, Crenobacter, Aeromonas, Bacillus y Shewanella.
Después de transcurridos los dos meses de exposicion a OTC, cinco géneros fueron
significativamente afectados: Aeromonas, Plesiomonas, Shewanella y dos géneros sin identificar
relacionados a Enterobacterias y Proteobacterias, el microbioma del agua fue més afectado por
OTC en comparacion con el microbioma intestinal ya que existié una diferencia significativa en
géneros como Acidovorax, Emticicia, Haliscomenobacter, Roseicitreum, Labilithrix y
Reichenowia. En el momento dos meses de exposicion aumentaron significativamente géneros
como Shingomonas, Pelomonas, Acidovorax, Emticicia y Runella, mientras que otros géneros
disminuyeron tales como Haliscomenobacter y Labilithrix.

Durante el bioensayo de Almeida y colaboradores (2021) retiraron la presidn de seleccion por OTC
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después de un tratamiento de 60 dias, este cese al tratamiento afectd significativamente la
abundancia relativa de géneros como Pelomonas y Chromatiaceae, Labilithrix, Reichenowia,
Gemmobacter y dos géneros afiliados a Rhodobacteraceae y Proteobacteria disminuyeron su
abundancia.

Almeida y colaboradores discuten sobre la capacidad de los organismos de recuperarse
fisiolégicamente ademéas de la capacidad de recuperacion en su microbioma después de la
exposicion a quimicos como en este caso antibidticos tales como la oxitetraciclina, esto es
importante ya que se logra estimar la capacidad de recuperacion de poblaciones ante escenarios de
contaminacion intermitentes.

También mencionan que el incremento en la abundancia de Cetobacterium estda cominmente
reportada después de la exposicion a concentraciones bajas de antibiotico en peces, al igual que
uno de los grupos que aumento en el intestino durante el experimento fue el género Bacteroide, los
cuales son importantes para modular la expresion de genes relacionados con absorcion de
nutrientes, la mucosa y el metabolismo xenobidtico.

De igual forma se discute que el incremento de bacterias que participan en el ciclo del nitrégeno se
puede relacionar al amonio producido por los peces el cual puede tener influencia sobre la seleccion
de ciertos tipos de bacterias y que las bombas de eflujo son sistemas no especificos de resistencia
antibiotica y dicha estrategia podria explicar la disminucion en la abundancia relativa de genes tet
ya que estos dan resistencia especifica.

Avunje y colaboradores (2021) administraron distintas dosis de oxitetraciclina a Penaeus vannamei
durante 14 dias, y mencionan que a partir de la segunda semana la diversidad se vio reducida,
también observaron una dréstica reduccion de la diversidad intestinal durante el tratamiento de
OTC y se report6 una alteracion transitoria la cual se recuperé 14 dias después del tratamiento, esto
puede deberse a que se reporté una media de vida muy corta por parte del antibiético al interior del
organismo debido a una rapida recuperacion a pesar de contar con una sobredosis de OTC.

La resistencia a los antimicrobianos plantea un desafio para lograr la cobertura sanitaria universal
y obstaculiza el logro de los objetivos de desarrollo sostenibles relacionados con la salud, la
seguridad alimentaria, el agua potable y el saneamiento. Asegurar la salud y el bienestar de los
animales criados para consumo es una obligacion ética y a la vez critica porque los antibiéticos son
parte importante de los programas de salud animal en muchos paises del mundo sobre todo para

paises en vias de desarrollo, pero estos programas se han puesto bajo escrutinio debido al aumento
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de la resistencia antibidtica (Singer, 2019).

El potencial de transmision de ARGs del ambiente a bacterias en humanos se conoce como
accesibilidad humana (human accessibility), estos se pueden transferir del ambiente a los humanos
via bacterias hospedadoras y tienen un impacto negativo en la salud, los inicos ARGs que pueden
infectar humanos son aquellos cuyo hospedador posé un riesgo a la salud humana, frecuentemente
los genes de resistencia se mueven por transferencia horizontal de no patdgenos a patdgenos, y esta
actividad ha contribuido a la evolucion de la resistencia a antibioticos en patdgenos (Zhang et al.,
2022).

2.7. Resistoma Bacteriano y Resistencia Ancestral a Antibidticos

En el ambiente existen especies diferentes conviviendo en constante competencia, en este escenario
es evidente la razon por la cual la capacidad de producir genes antimicrobianos confiere una gran
ventaja, y es por ello que se ha seleccionado positivamente, siendo comdn encontrar una alta
concentracion de antimicrobianos en el ambiente, sin embargo la evolucién funciona para ambas
partes, el microorganismo que inhibe y el que es inhibido, de esta forma gracias a un proceso de
coevolucion de especies con actividad antimicrobiana y cepas resistentes surge el resistoma
bacteriano.

El resistoma se define como la coleccion de todos los genes que pueden contribuir a la resistencia
fenotipica antibidtica (Gobernado, 2015) y la comparacion entre los resistomas encontrados en
muestras ambientales de zonas aisladas o con poco o bien nulo contacto con el ser humano y
muestras de zonas altamente impactadas permitirian dilucidar la influencia de la actividad humana
en la presencia de bacterias multiresistentes (Costa, 2019).

Sin embargo, existe conocimiento emergente del papel fundamental que desempefia el microbioma
ambiental y su relacion con la regulacion de la salud y las enfermedades del hospedador, es
necesaria una comprensién mas profunda de como la competencia entre especies modula la
resistencia a antibioticos, esto no solamente con el objetivo de comprenderla sino para identificar
y generar nuevas estrategias de tratamiento (Letten et al., 2021).

La resistencia a los antimicrobianos es un proceso natural que se ha observado desde que se
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descubrieron los primeros antibidticos (O’Neill, 2016) y puede ser posible que la abundancia de
ARGs sea un indicador de los niveles de polucion de antibidticos, sin embargo, algunos tipos de
antibidticos son componentes naturales en el ambiente para los cuales las bacterias han adoptado
ciertos genes de resistencia como mecanismo de proteccion (Lu et al., 2021).

Una especie que es un buen competidor de nicho puede ser un mal competidor en otro, ya que la
resistencia tiene un costo bioldgico dependiendo de la identidad de los miembros de la comunidad
y la propension a las interacciones competitivas entre ellos, una gran pérdida en la capacidad
competitiva puede ser insignificante en una comunidad pobre y libre de competidores, mientras
que, por el contrario, una pequefia perdida en la capacidad competitiva puede tener implicaciones
importantes para la supervivencia en un sistema mas saludable y diverso (Letten et al., 2021)

Es importante tomar en cuenta que la resistencia antibidtica no solamente esta presente en bacterias
patogenas, sino que afecta también el resistoma de aquellas bacterias que no lo son, se ha calculado
que los primeros genes de resistencia para antibidticos como daptomicina vancomicina,
eritromicina y estreptomicina aparecieron hace cientos de millones de afos, incluso la resistencia
a B-lactamicos surgid de la transferencia del gen de la isopenicilina-N-sintetasa de bacterias a
hongos cuando se diferenciaron las bacterias gram positivas de las gram negativas hace
aproximadamente mil millones de afios (Surette y Wright, 2017).

En el extremo, si dos especies se superponen por completo en el uso de recursos (y comparten los
mismos depredadores) en el espacio y el tiempo, entonces necesitarian tener una capacidad
competitiva idéntica para coexistir, e incluso entonces solo de manera neutral, sin embargo, cuanto
mas se diferencian las especies en el uso de recursos, mayor es el rango de diferencias en la
capacidad competitiva y mas incompatibles con la coexistencia, hasta que se llega al otro extremo
donde dos especies que tienen cero superposicion de nicho (es decir, no usan ninguno de los
mismos recursos en el espacio tiempo) pueden coexistir a pesar de diferencias infinitamente
grandes en la capacidad competitiva (Letten et al., 2021).

Una poblacion puede encontrarse con un cambio ambiental que elimine o reduzca una presion
selectiva que antes era importante para el mantenimiento de un rasgo. Por lo tanto, la adaptacion
al nuevo entorno puede afectar la aptitud de un organismo en su entorno anterior, esto puede estar
correlacionado a la descomposicion funcional de los rasgos no utilizados con el tiempo, o, por el
contrario, a su mantenimiento a pesar de una presion de seleccion relajada, es decir presente pero

no tan alta como al inicio. Sin embargo, los procesos evolutivos que impulsan estas respuestas a
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menudo son dificiles de desentrafiar porque se debe confiar en estudios retrospectivos e inferencias
historicas (Card et al., 2019).

Entonces, ¢como podria la separacion de la aptitud relativa en la capacidad competitiva y los
componentes de superposicion de nicho contribuir a la comprension de la evolucion de la
resistencia a los antibidticos?, la idea critica es que los costos de la resistencia pueden surgir
unicamente de una perdida en la capacidad competitiva o junto a un cambio en la superposicion de
nichos (Letten et al., 2021).

Tradicionalmente, los costos de la resistencia se han interpretado principalmente a través del lente
de una capacidad competitiva (por ejemplo, una reduccion en la tasa de crecimiento o el
rendimiento de un recurso determinado). Esto podria ser razonable, bajo ciertas suposiciones, si se
centra solamente en la aptitud relativa de una especie que muto6 para generar resistencia y tiene un
ancestro susceptible a los antibioticos, pero en presencia de una comunidad de multiples especies
no se pueden ignorar las limitaciones en la superposicion de nichos (Letten et al., 2021).

Las compensaciones a menudo son causadas por la pleiotropia antagénica, fendmeno el cual ocurre
cuando una mutacién que es beneficiosa en un entorno es perjudicial en el otro. Este proceso puede
tener importantes consecuencias para la salud pablica cuando las mutaciones de resistencia a los
antibioticos o los genes de resistencia adquiridos imponen costos en el crecimiento bacteriano y la
competitiva en relacion con sus contrapartes sensibles en ausencia de medicamentos (Card et al.,
2019).

Incluso cuando las bacterias no tienen un historial de exposicion de antibi6ticos, pueden tener un
bajo nivel de resistencia a algunos farmacos debido a caracteristicas estructurales o funcionales
intrinsecas, incluida la envoltura celular y las bombas de eflujo. Como consecuencia, la resistencia
intrinseca puede disminuir en ausencia de exposicion al farmaco si los genes relevantes acumulan
mutaciones ya sea por seleccién o derivada de entornos permisivos (Card et al., 2019)
Particularmente, los genes de resistencia antibiéticos en el ambiente de la acuicultura pueden ser
adquiridos por las bacterias patégenas de humanos, ya que los ambientes acuaticos son reconocidos
como uno de los reservorios y rutas de transicion para la diseminacion de la resistencia a los
antibioticos (Amarasiri et al., 2020) también lugares como los ecosistemas acuéticos urbanos son
zonas para la propagacion de ARGs, ya que los sedimentos no solamente actian como vertederos,
sino también se convierten en fuentes secundarias de contaminacion de ARGs (Wang et al., 2021).

Se espera que esta situacion se intensifique en el futuro, estimulada por un rapido crecimiento de
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la industria acuicola, de este modo significan una amenaza severa para la salud publica a pesar de
los esfuerzos significativos que se han aplicado en la regulacion estricta de los antibidticos (Lu et
al., 2021), uno de los factores que ha sido reconocido por promover la resistencia antibidtica en
ambientes acuaticos es la acumulacion de metales como mercurio, zinc, cobre y cadmio (Amarasiri
et al., 2020).

Evidencia adicional sugiere que un millén de bacterias pueden estar presentes en 1ml de agua de
mar y en un cultivo de organismos acudticos el nitrégeno, fosforo y materia organica son
abundantes, haciendo de la acuicultura un medio ideal para la proliferacion de microorganismos y
por esta razon se asume que la diversidad de microorganismos dentro de las unidades acuicolas

podria ser ain mayor (Martinez y Vargas, 2015).

2.8. Composicion de Resistomas en Sitios Impactados por Actividad Antropogeénica

Se ha estudiado la composicion de resistomas en zonas impactadas por actividad antropogénica,
como es la crianza de ganado dedicado al consumo humano o bien a la produccién de leche, Rovira
y colaboradores (2019) compararon los resistomas de corrales de vacas en unidades de produccion
intensiva en américa del norte y vacas dedicadas a la produccion de leche, ademas de hacer una
comparacion entre animales considerados “raised without antibiotics” (criados sin antibidticos u
orgénicos), los cuales son animales sin exposicion a antibiéticos durante su crianza, y aquellos
criados de manera convencional y expuestos a antibioticos.

Encontraron que solo dieciséis grupos de tipos de resistencia fueron compartidos entre muestras de
heces, agua tratada y suelo, dichos grupos fueron correspondientes a multidrogas (MexK, HNS,
Msr, Sme, EmrE), tetraciclinas (TetA, TetL, TetX, TetZ), MLS (MphE, MyrA, Erm)
aminoglucosidos (Aph6, Aph3-dprime), fenicol (Cat) y b-lactamicos (AmpR). De igual manera
detectaron que las secuencias méas prevalentes en muestras de agua fueron las que codifican a
tetraciclinas, MLS (macrolidos, lincosamidas, streptograminas) y sulfonamida.

En comparacion, los genes que codifican a resistencia a tetraciclina y MLS fueron mas abundantes
en granjas intensivas (con antibioticos) que en heces de granjas lecheras, mientras que los genes

para b-lactamasas fueron méas abundantes en heces de vacas de unidades lecheras (Rovira et al.,
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2019), durante el mismo experimento se encontré que Protebacterias y Actinobacterias
aumentaron su abundancia relativa en muestras de suelo en comparacion a las heces y agua,
también se identifico una mayor abundancia de Protebacterias en agua que en heces asi mismo
que las muestras provenientes de la crianza intensiva vs aquellas provenientes de unidades lecheras
mostraron una mayor riqueza en clases, mecanismos y grupos de resistencia antibidtica.

Rovira et al., (2019) mencionan que el ambiente, dieta, origen del ganado, las practicas de manejo
y localizacion de las granjas se han citado como factores que tienen relacion entre el uso de
antibidticos y la prevalencia de resistencia antimicrobiana, también mencionan que altas
concentraciones de metales pesados como zinc y cobre, usualmente incluidos en la dieta de
animales criados sin antibiéticos comparados con aquellos criados de manera convencional son
para remplazar antibioticos y puede resultar en la aparicion de poblaciones bacterianas co-
resistentes a metales y antibioticos. También se menciona que las tetraciclinas han sido usadas en
agricultura por décadas en América del Norte, esto sugiere la conexion entre el uso de tetraciclina
y el enriquecimiento de bacterias resistentes a ellas, y el detener su uso en animales criados sin
antibioticos no causa la reduccion automatica de su resistencia.

Perry y colaboradores (2016) mencionaron que los origenes de la resistencia clinica pueden ser
encontrados en el ambiente, la mayoria de antibidticos que se utilizan en el area médica y agricola
son derivados o producidos por un grupo de bacterias en el suelo llamados Actinomicetos o
Actinobacterias, y por lo tanto estos microorganismos deben ser resistentes a sus propios
metabolitos o de lo contrario mueren.

Lu y colaboradores (2021) estudiaron la relacion entre los genes de resistencia, elementos
genéticos moviles, factores de virulencia e incidencia de bacterias patdégenas en distintos gradientes
de contaminacion por antibidticos en una unidad acuicola productora de camaron, en total, se
detectaron 55 ARGs, clasificados en 17 subtipos, los ARGs, cat3, sil2 y bacA se encontraron en
todas las muestras con abundancias que variaban desde los 0.3 rpkm a los 52.3 rpkm (Reads Per
Kilobase illion), el subtipo mas abundante fueron aquellos que conferian resistencia a bacitracina,
seguido de aquellos resistentes a sulfonamida, fluoroquinolona, polimixina y cloranfenicol.
Encontraron que el mayor mecanismo de resistencia fueron las bombas de e flujo en sitios con
bajos niveles de contaminacién, en contraste con las bacterias presentes en lugares con una alta
toxicidad por antibioticos, donde variaron entre mecanismos como modificacion de la ruta,

modificacion de la diana o la inactivacion del antibidtico, las bombas de eflujo aumentaron su
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abundancia conforme la contaminaciéon disminuia al contrario de la modificacion de la diana
mecanismo el cual muestra un comportamiento opuesto.

De igual manera detectaron que la contaminacion por antibidticos aumento sustancialmente la
diversidad de elementos genéticos moviles comparados con el sitio control y se detectaron 46
especies de 21 géneros bacterianos, entre los cuales Burkholderia y Mycobacterium fueron las mas
abundantes, el patdgeno oportunista Vibrio (V. harveyi, V. parahaemolyticus y V. vulnificus) y el
taxa Staphylococcus se enriquecieron en los sitios contaminados.

En un estudio de lagos perturbados por contaminacion con antibidticos y metales, Wang et al.,
(2021) encontraron genes de resistencia que pertenecian principalmente a aminoglucosidos, j3-
lactamicos, multidrogas y macrolido-lincosamida-streptogramina  (MLSB), por parte del
alineamiento taxonomico, indicaron que en las muestras de sedimento superficial los phyla mas
abundantes fueron Bacteroidetes, Deltaproteobacteria, Gammaprotebacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Euryarchaeota, Acidobacteria, Planctomycetes, Synergistetes y Actinobacteria con un
porcentaje del 14.6%, 13.1%, 10.2%, 8.7%, 7.9%, 7.2%, 4.7%, 4.7%, 3.5% y 3.3% del total de los
genes 16srRNA secuenciados, respectivamente.

Desulfomicrobium (Deltaproteobacteria), DMERG64 (Bacteroidetes), Paludibacter
(Bacteroidetes), Clostridium_sensu_stricto_1 (Firmicutes), Methanosaeta (Euryarchaeota),
Methanospirillum (Euryarchaeota) y Thermovirga (Synergis- tetes) estuvieron cercanamente
asociados a resistencia por aminoglicosidos (por ejemplo, genes aadA, aadA2 y aac (6°)-Ib),
multidrogas (por ejemplo, gacEdeltal y ereA) y MSLB (ermF).

Durante un muestreo en unidades productoras de peces en la provincia de Hainan, China, He y
colaboradores (2022) encontraron que los genes de resistencia a sulfonamida eran los genes de
resistencia que dominaban agua y sedimento (sull y sul2), las concentraciones de los genes de
resistencia variaron a lo largo de los puntos de muestreo. Los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes
y Actinobacteria fueron los mas abundantes en los sistemas acuicolas de peces, el phylum
Chloroflexi fue muy abundante en las muestras de sedimento; también mencionan que los
antibidticos de tipo tetraciclinas son extremadamente propensos a la hidrolisis en el agua y son
sensibles al pH, la temperatura y la luz.

Los rios, lagos y demas ecosistemas acuéticos son reservorios de genes de resistencia antibidtica,
estos ambientes tienen densidades bacterianas generalmente mas bajas que los suelos, sin embargo,

en los sedimentos de los cuerpos acuaticos suelen acumularse gran diversidad de microorganismos

33



(Surette y Wright, 2017). Las actividades antropogénicas como la actividad farmacéutica y otras
industrias contaminantes aumentan drasticamente la carga de resistencia antibiotica en el ambiente,
se ha demostrado la existencia de ambientes altamente contaminados debido a la actividad
industrial, ademéas de la contaminacion en sedimentos los cuales son reservorio de bacterias
multiresistentes en comparacién con lugares menos impactados.

Ademas se ha estudiado el viroma en ambientes acuaticos, Lekunberri y colaboradores (2017)
analizaron informacién extraida de bases de datos publicas y analizaron los viromas de muestreos
realizados en diferentes matrices (agua, suelos, muestra clinicas, etc.) y encontraron que los
viromas de agua dulce estaban dominados por genes que codifican para transportadores de division
celular de nodulacidn de resistencia (RND) y fosfotransferasas.

También se encontr6 que todos los viromas acuaticos estaban dominados por genes que codifican
resistencia a multiples farmacos (al menos a tres clases de antibioticos) y que los viromas de aguas
residuales también estaban dominados por genes que codificaban para resistencia a macrolidos y
tetraciclinas, mientras que los viromas de agua dulce fueron dominados por genes que codificaban
para resistencia a aminoglucésidos (Lekunberri et al., 2017)

Los fagos que se encuentran en entornos acuaticos como agua dulce y aguas residuales albergan
una diversidad de genes de resistencia antibiotica relativamente alta, existiendo asi evidencias
convincentes de que los genomas de fagos de diferentes entornos pueden portar ARGs. En
consecuencia, su papel en la adquisicion y propagacion de ARG en la naturaleza no debe
subestimarse dado que tienen una amplia distribucion, debido a la abundancia de bacterias y fagos
en entornos naturales se puede facilitar la interaccion bacteria — fago y con ello llevarse a cabo una
transferencia de genes dado la frecuencia de fendmenos de transferencia como es la transduccion
(Lekunberri et al., 2017).

2.9. Mecanismos de Resistencia Antibidtica

La transferencia de material genético entre bacterias se puede dar de diversas formas, cuando los
genes de resistencia se encuentran en elementos moviles como plasmidos, transposones o

integrones y casettes génicos, la transferencia de esos elementos desde una bacteria a otra dara
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lugar a una amplia distribucion de los genes incluso entre especies 0 géneros distintos, dando origen
a la transferencia horizontal (Oyarce, 2012) como los plasmidos, transposones y bacteridfagos
(Gonzalez y Cardona, 2018), existe una creciente preocupacion sobre la relacion entre los genes de
resistencia a antibidticos y las bacterias que son conocidas como patégenas, por ejemplo, se ha
reportado que en cepas de Vibrio harveyi (patdgena para la acuicultura) preserva ARGs que
provienen de unidades acuicolas productoras de camardn y exhiben resistencia multiple. (Li et al.,
2021).

La conjugacion consiste en el intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y
receptora) mediante contacto fisico entre ambas. En bacterias Gram negativas la unién entre
donante y receptor se efectlia mediante los pili conjugativos que posee el donante. La conjugacion
requiere de elementos genéticos replicativos llamados plasmidos conjugativos, los cuales incluyen
transposones conjugativos, estos elementos genéticos codifican proteinas que facilitan su propia
transferencia y la del ADN celular desde la célula donadora que lleva el plasmido, a una célula
receptora que carece del plasmido o de elementos conjugativos integrados. Mientras en bacterias
Gram positivas los plasmidos y los transposones no usan pili. La transferencia de ADN entre
bacterias, resulta ser un punto critico para la diseminacion de la resistencia y los plasmidos han
demostrado ser el vehiculo ideal para la difusion de los genes involucrados (Oyarce, 2012).

La transferencia de genes de resistencia a bacterias ambientales necesita ser analizada desde varios
puntos criticos, incluyendo la conexion ambiental, la causa de origen, y el costo bioldgico de
expresar y mantener los genes de resistencia en ausencia de presion de seleccion, por lo tanto la
presencia de genes de resistencia o bacterias resistentes en un ambiente acuético en particular
quizas pueda no proveer la evidencia conclusiva de la transferencia de resistencia antibiotica a
cepas silvestres (Amarisiri et al., 2020).

Para antibioticos de tipo betalactamicos existe el mecanismo de resistencia betalactamasas, las
cuales son enzimas que se caracterizan por hidrolizar el enlace amida del ndcleo betalactamico,
inactivando de esta manera el antibiotico, los genes implicados en dicha resistencia son genes que
codifican betalactamasas: blaTEM, blaSHV, blaCARB, blaOXA, blaCTX-M vy blaGES, el
mecanismo de resistencia para antibiéticos de tipo quinolonas son mutaciones puntuales como el
cambio de aminoé&cidos en la enzima blanco del antibidtico, sistemas de expulsion y presencia de
genes plasmidicos con resistencia a antibiéticos, los mecanismos de resistencia a quinolonas son

contenidos en genes de mutaciones a nivel de gyrA (gen que codifica una subunidad de la ADN
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girasa) y parC (gen que codifica una subunidad de la topoisomerasa 1V) de acuerdo a Mosquito et
al., (2011)

Para tetraciclinas el mecanismo molecular de resistencia es la presencia de bombas de eflujo
especificas para tetraciclinas y son codificadas por genes tet como tetA y tetB, otros genes de
resistencia antibidtica como cat provoca resistencia a cloranfenicol, este gen codifica a la enzima
cloranfenicol acetiltransferasa, también existen genes de resistencia como sull y sul2 que generan

resistencia a antibiéticos como Trimetoprim — Sulfametoxazol (Mosquito et al 2011).

2.10. Genes de Resistencia a Tetraciclinas

Es importante tomar en cuenta que el resistoma propio de las tetraciclinas no solamente se
encuentra presente en bacterias patdgenas, sino que también puede encontrarse en
microorganismos ambientales que normalmente no estan asociados a enfermedades normalmente
y esto incluye por ejemplo a aquellos que producen antibiéticos y deben desarrollar al mismo
tiempo resistencia a su produccion para asi evitar auto-toxicidad (Thaker et al., 2010).

La resistencia se ha incrementado rapidamente en muchas especies bacterianas como resultado del
intercambio horizontal de genes de resistencia en elementos genéticos méviles como plasmidos y
transposones, como para la mayoria de antibioticos, la resistencia a tetraciclinas puede ocurrir a
través de un vasto nimero de mecanismos, estos incluyen bombas de eflujo activas, la produccion
de proteinas protectoras en el ribosoma, la disminucion de la permeabilidad del medicamento, la
mutacion de la diana y la degradacion enzimatica de antibidticos (Thaker et al., 2010).

Se han descrito a lo menos 43 genes relacionados con los mecanismos de resistencia a tetraciclinas:
tres genes (denominados otr) asociados con la resistencia para oxitetraciclinas y 40 (39
denominados tet y uno tcr) con mecanismos de resistencia para tetraciclinas (Oyarce, 2012) (ver
Cuadro 1), es importante mencionar que los genes de resistencia a tetraciclina han sido relacionados
a la resistencia a oxitetraciclina, Dang y colaboradores (2007) identifican a los genes tet(A), tet(B),
tet(D) y tet(M) como potenciales para multiresistencia a oxitetraciclina y otros antibiéticos.

Entre los genes tet se han descrito 12 clases que codifican proteinas de proteccion ribosomal, el

que es detectado con mayor frecuencia es tet (M), este gen estd ampliamente distribuido entre las
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bacterias Gram (+), destacando su presencia por sobre otros. Por su parte, en bacterias Gram (-) se
han descrito genes como tet(A), tet (E), tet(G) y tet(H) con mayor frecuencia. Sin embargo, tet(A),
junto con los genes tet (B), tet(M) y tet(O) (Cuadro 1.), son los que se han caracterizado de mejor
forma y se han encontrado con mayor distribucion tomando un papel de relevancia en otorgar
resistencia a las tetraciclinas entre ellas oxitetraciclina (Thaker et al., 2010; Oyarce, 2012).

Cuadro 1. Lista de genes de resistencia a tetraciclinas y oxitetraciclina (tet y otr)
identificados de acuerdo con la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG)

ID (KO) Nombre del gen Mecanismo
K08168 tetB Bomba de eflujo
K08151 tet(A/B/C/D/E/G/H/IIY[Z/30/31/33/39/41/42) Bomba de eflujo
K18214 tetA(P)/tet(40) Bomba de eflujo
K18215 tet(V) Bomba de eflujo
K18218 tet(35) Bomba de eflujo
K18216 tetA(46) Bomba de eflujo
K18217 tetB(46) Bomba de eflujo
K19542 otr(B)/tcr Bomba de eflujo
K18233 otr(C) Bomba de eflujo
K18220 tet(M/O/Q/SIT/W/[32/36/44)/tetB(P)/otr(A)/tet Proteccién ribosomal
K18221 tet(X) Gen de inactivacion
K18476 tetR Represor de tetraciclina
K19047 tetC Represor de tetraciclina

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana encargadas del transporte de distintos
compuestos desde el interior de las bacterias al exterior, contribuyendo de esta forma a la
resistencia bacteriana. En los procariotas, estas proteinas estan presentes tanto en Gram positivas
como en Gram negativas y estan relacionadas con multirresistencia a antibiéticos y a otros procesos
celulares como el transporte de lipidos, resistencia frente al estrés, regulacion de la homeostasis 0
virulencia (Sainz, 2014) entre otros. Dang y colaboradores (2007) mencionan a los genes tet(A),
tet(B) y tet(D) como potenciales para la resistencia a oxitetraciclina, dichos genes codifican para
bombas de eflujo especificas para tetraciclina pero que funcionan en el papel de resistenciaa OTC.
Se ha utilizado la metagendmica para observar la prevalencia de genes de resistencia en el intestino
y en el agua de cultivo de camarén en unidades acuicolas de China; por ejemplo Zhao y
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colaboradores (2018) utilizaron metagendmica para investigar la abundancia y diversidad de
distintos tipos de antibidticos y ARG’s asi como su relacion con las comunidades bacterianas en el
intestino y en el ambiente dindamico del camaron y se encontrd que las tetraciclinas con mayores
concentraciones en el agua de cultivo fueron tetraciclina y oxitetraciclina las cuales tuvieron
concentraciones que alcanzaron los 6.42 y 4.08 mg/L respectivamente, también mencionan que la
aplicacion de antibidticos en el cultivo de animales ha promovido la transferencia de ARG’s entre
las bacterias, incrementando asi el riesgo de que se generen bacterias resistentes a antibioticos y en
particular aquellas que resultan patdgenas no solamente para organismos acudticos sino para el ser
humano.

Zhang (2019) y colaboradores reportaron tolerancia a OTC en bacterias encargadas del proceso
anamox, dicho proceso lleva a cabo la conversion de amonio y nitrito a nitrogeno en forma gaseosa,
esto en condiciones anaerobias, esta tolerancia se vio enriquecida por el aumento de genes de
resistencia (tetC, tetG, tetX e intl1).

Zhang y colaboradores (2022) utilizaron biorreactores con sedimento expuesto a distintas
concentraciones de OTC, encontraron que los phylum mas dominantes durante un largo periodo de
estrés por OTC fueron Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi y
Plactomycetes, el phylum que més tolerancia demostr6 a OTC fue Proteobacteria, mientras que
los phylum Chloroflexi y Bacteroidetes se adaptaron rdpidamente a los cambios de concentracion
del antibiotico. Detectaron uno de los genes integrasa (intl1), como un elemento genético mavil el
cual podria inducir la transferencia horizontal de genes de resistencia, identificaron tres
mecanismos por los cuales los microorganismos en el experimento pudieron incrementar su
resistencia: 1) la descarga del antibiotico al exterior de la célula a través de bombas de eflujo para
reducir el contenido de antibiotico al interior, 2) el antibiotico fue inactivado por degradacion o el
remplazo de grupos activos y 3) el antibiotico no pudo unirse a la diana, aumentaron genes de
resistencia para bombas de eflujo (tetA, tetC, tetE y tetG), gen para la modificacion enzimatica
(tetX) y gen para la proteccion ribosomal (tetM).

Sin embargo los antibioticos también estan siendo estudiados como factores para la remocion de
otros contaminantes, ya que al expresarse genes de resistencia antibidtica en pequefias cantidades
se podria favorecer la expresién de otros genes que permitan eliminar otro tipo de estresores
ambientales, Feng y colaboradores (2022) utilizaron algas que fueron expuestas a OTC con el
objetivo de utilizar la oxitetraciclina en concentraciones traza (500 ug/L) como un factor para la

remocion del nitrato y analizar los cambios en el resistoma de sedimento, encontraron 33 subtipos
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de genes de resistencia a tetraciclinas (TRGSs), la coexistencia de las algas con la oxitetraciclina
promovié mas los genes de resistencia a tetraciclinas comparado con el tratamiento solamente del
resto de antibidticos, los TRGs con mayor abundancia fueron tetPB, tetW, otrA, tetT, tetM, tet37,
tcmaA, tetS, tet34 y tetO en las muestras de sedimento y el de mayor abundancia fue el gen tetPB.
Suzuki et al., (2014) seleccionaron 11 antibiéticos que cubrian un amplio espectro de accion
(cefoperazona, cefixima, amikacina, neomicina, doxiciclina, cloranfenicol, azitromicina,
trimetroprim, enoxacina, ciprofloxacina, colistina) incluyendo antibi6ticos que inhiben la pared
celular, sintesis proteica, biosintesis del acido folico y la replicacion de ADN, los resultados
demostraron que adquirir resistencia a un medicamento cambid la resistencia y susceptibilidad a
otro tipo de medicamentos lo cual sugiere que los cambios en el fenotipo que surgieron en las cepas
resistentes no siempre estan restringidos a factores especificos, como la modificacion de la
estructura de la proteina diana.

Suzuki y colaboradores (2014) también mencionan que el incremento en la expresion de acrB es
conocido por contribuir a la resistencia de varios medicamentos, ompF codifica a un precursor de
porinas lo cual permite la difusion pasiva de pequefias moléculas, es conocido que una disminucion
de ompF es provocado por la disminucion del medicamento consumido, lo cual deriva en
resistencia antibidtica, decenas de mutaciones fueron encontradas en genes relacionados a bombas
de eflujo (acrAB), porinas (ompF), cadena de respiraciéon (cyo, nuo y genes hem), mientras que
cambios comunes en la expresion de genes relacionados a estas funciones sugieren su contribucion
a la resistencia. Se demostrd que la resistencia a un medicamento puede cambiar drasticamente la
resistencia y susceptibilidad a otros, por ejemplo, la expresion de oppA es regulada por quinolonas
y betalactamicos, oppA codifica a un péptido que es esencial para el transporte de oligopeptidos,
algunos estudios previos discutieron que el eliminar oppA contribuye a la resistencia a
aminoglicosidos.

Se ha identificado la presencia de genes de resistencia a tetraciclinas no solamente en organismos
acuaticos, sino también en insectos, Surette y Wright (2017) describen que la microbiota normal
de abejas de miel americanas presentan genes de resistencia a tetraciclinas tetB, tetC y tetW
mientras que abejas americanas expuestas a oxitetraciclina para tratamiento de plagas en colmenas
presentan los primeros tres ademas de los genes tetD, tetH, tetY, tetM, tetL. Lo que indica que su
microbiota al ser expuesta a presion selectiva ha logrado expresar genes de resistencia a ese

antibidtico en particular.
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3. HIPOTESIS

El uso de oxitetraciclina en el alimento para camarones altera la microbiota intestinal y del
sedimento circundante, favoreciendo algunos phyla como Protebacteria, Bacteroidetes y
Firmicutes e incrementa la abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas (tet) que
codifican para bombas de eflujo especificas, proteccion ribosomal o inactivacion del antibidtico y
otros genes de resistencia antibidtica, esto debido a la lixiviacion de heces y alimento no
consumido.

Una vez que la exposicion a oxitetraciclina se elimina, la composicién y las poblaciones bacterianas
en la microbiota deben recuperarse y la abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas
y otros genes de resistencia antibidtica deberan ir disminuyendo al eliminar dicha presion de

seleccion.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Estimar el efecto de la oxitetraciclina en el resistoma de Penaeus vannamei bajo condiciones de

laboratorio.

4.2. Objetivos Especificos

o Cuantificar la abundancia relativa de genes del resistoma en heces y sedimento de
camarones Penaeus vannamei bajo condiciones de laboratorio tratados con oxitetraciclina.

o Cuantificar la abundancia relativa de genes de resistencia en heces de camarones y en el
sedimento, al eliminar oxitetraciclina de la dieta.

o Comparar y analizar los cambios de diversidad de la microbiota intestinal y de sedimento

durante la exposicion a oxitetraciclina y al eliminarla de la dieta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Muestreo en el Estero Del Yugo (Mazatlan, Sinaloa)

Se hizo un muestreo exploratorio de sedimento superficial para escoger el punto adecuado a utilizar
en las unidades experimentales y asi proporcionarle al organismo las condiciones lo méas cercanas
posibles a su entorno natural, se muestrearon cinco puntos aleatorios del estero del Yugo ubicado
en Mazatlan (Sinaloa, México) (Figura 1) con las siguientes coordenadas (Cuadro 2), de acuerdo
al protocolo propuesto por Herranz et al., (2007), se selecciond este sitio debido a que gracias a su
ubicacion es un cuerpo de agua poco impactado por la actividad antropogénica ademas de tener un
facil acceso; se recolectaron muestras de 500 g a una profundidad de 10 cm y se colocaron en
bolsas resellables, a las muestras recolectadas de estos puntos se les hizo granulometria para asi

escoger el sitio con la composicion méas adecuada para el camaron de acuerdo a Rendon (2015).

42



Cuadro 2. Coordenadas de puntos de muestreo
exploratorio de sedimento superficial

Punto Coordenadas

1 Lat: 23° 18' 08" N, Lon: 106° 28' 59" W
Lat: 23° 18' 14" N, Lon: 106° 29' 02" W
Lat: 23°18' 16" N, Lon: 106° 28' 59" W
Lat: 23° 18' 16" N, Lon: 106° 28' 50" W
Lat: 23° 18' 15" N, Lon: 106° 29' 00" W

g b~ w N

5.2. Caracterizacion de sedimento

Se caracterizé de acuerdo al protocolo de Keith (1991), se removieron piedras o palos muy grandes
que pudieran alterar el volumen de la muestra, se tomd una cantidad minima de entre 100y 150 g
de sedimento superficial, se tom6 una alicuota representativa de aproximadamente 25 g para
estimar el peso seco, se tomd una segunda alicuota de 20 g, se coloco la muestra de sedimento en
un recipiente y se le afladieron 20mL de peroxido de hidrogeno al 30% y se dejo reposar hasta que
el burbujeo se detuvo, una vez cesa el burbujeo se afiadieron 10 ml més de peroxido y se continua
agregando porciones de 10 ml de perdéxido hasta que cese el burbujeo, se hirvio la muestra para
remover el exceso con cuidado para no perder muestra al hervir, posterior a esto se realizé un
tamizado himedo este paso separa los granos mayores de 62.5 um (ej. arena y grava) de los
menores de 62.5 um (ej. limos y arcillas), se coloco un tamiz de 62.5 um en un embudo, con un
recipiente graduado a 1L debajo, se coloca la muestra en el tamiz con agua destilada y se lava el
sedimento con una piseta y rocio suave, los grumos se removieron suavemente con una espatula de
goma, el agua de lavado no debe exceder los 950 ml. La fraccidn gruesa se pasa con agua destilada
a un crisol de 50 ml previamente pesado, se seco la fraccion a peso constante en horno a 90°C+
2°C y se enfrié a temperatura ambiente en desecador; para la fraccion de limo y arcilla se utilizan
los indices de sedimentacion de las particulas, se agregaran 10 ml de la muestra en las probetas
graduadas de 1L y se mezcld la suspension con inversion y agitacion y se dejo reposar durante 2
horas, se afor6 el volumen a 1L con agua destilada, después de 20s se retird una alicuota de 20 ml
a una profundidad de 20cm por debajo de la superficie y se transfirié a un crisol pre-pesado de 50
ml, se enjuago la pipeta y se tomaron alicuotas de 20mL a una profundidad de 10cm con los tiempos
de retiro de Folk (1968) y Buchanan (1984), todas las alicuotas se transfirieron a crisoles pre-
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pesados y se secaron a peso constante con una temperatura de 90+2°C, se enfriaron las muestras
secas en desecador y se pesaron en balanza analitica.

Seguidamente se determind la materia organica con el protocolo de Sadzawka y Zagal (2007), para
esto las muestras deben mantenerse refrigeradas a 4°C hasta el analisis, posterior a ello las muestras
de lodos se secan a 40°C£2°C y libre de materiales inertes y carbonatos, para detectar la presencia
de carbonatos afiadir HCI concentrado (modificacion) donde la aparicién de burbujas indica
presencia de carbonatos, si la muestra de lodo no contiene carbonatos, se calcula el contenido de
materia organica a partir de los solidos volatiles, si la muestra contiene carbonatos colocar entre 10
y 20g de muestra seca de lodo o suelo en un crisol o capsula pre-pesado, agregar HCI hasta que
cese el burbujeo y secar en estufa a 105°C durante 2 horas , se recolectd nuevamente muestra la
ubicacion nimero 5 (Lat 23° 18” 15°” N Lon 106° 29” 00°” W) (Figura 1).

5.3. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)

Se determind la MIC a las muestras de sedimento obtenidas del punto escogido (cinco) con el
objetivo de conocer la cantidad minima de antibiotico a utilizar para inhibir la mayor cantidad de
colonias posibles, esto se hizo bajo el protocolo propuesto por Horna et al., (2005) el cual consiste
en diluciones seriadas de antibidtico en caldo Mueller — Hinton adicionado con NaCl.
Primeramente, se diluy6 1 g de muestra de sedimento del punto nimero 5 (Cuadro 2) en solucién
salina estéril al 2.5% y se sembr6 por microgota en placas de agar marino para permitir crecer la
mayor diversidad de colonias posible.

Posteriormente se tomo un inoculo de la mayor cantidad de poblaciones bacterianas posibles del
cultivo en agar marino, en su mayoria colonias puntiformes de tonalidades amarillo, blanco y
naranjay se sembraron por triplicado en caldo Mueller — Hinton donde se probaron concentraciones
de antibiotico (OTC) que variaron desde 350 pg/ml a 6000 pg/ml, se observo la turbidez y fue
solamente en las concentraciones donde no se presentd turbidez donde se procedié a una segunda
siembra en agar marino para contabilizar las unidades formadoras de colonias (UFC) después de
24 horas, la MIC determinada fue de 3000 pg/ml (386 UFC + 21), se utilizé este valor debido a
que el proposito del experimento era observar el comportamiento de las poblaciones bacterianas a

través del tiempo, por lo tanto la concentracion de oxitetraciclina debia ser lo suficientemente alta
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para eliminar el mayor nimero de colonias posibles sin eliminar todas en su totalidad, el antibiotico
utilizado para el analisis fue OTC marca sigma (Dihydrate SigmaUltra).

Una vez la MIC fue determinada se escogié otra concentracion de OTC que representard una
exposicion baja de antibidtico para las colonias encontradas en las muestras, se selecciono la
concentracion de 400 pg/ml debido a que es cercana a la utilizada por otros autores en experimentos
similares (Soto-Rodriguez et al., 2019) para posteriormente preparar la dieta a ofrecer a los

organismaos.

5.4. Composicion de la Dieta

La formulacién y elaboracion del alimento para camarones se llevé a cabo en el Laboratorio de
Nutricion acuicola de CIAD Mazatlan, se utilizé la dieta para Penaeus vannamei propuesta por
Hernandez et al., (2008) (Cuadro 2) la cual cumple con los requerimientos nutricionales de la
especie, primeramente, se hicieron los analisis proximales de los ingredientes para formular el

contenido al 32% de proteina y 8% de lipidos (Lee y Jun, 2018).

Cuadro 3. Formulacion de la dieta para Penaeus vannamei.

Ingrediente Dieta _ Inclusic’)r}, Inclusic')_n,
control (baja concentracién OTC) (alta concentracion OTC)
9/kg

Harina de sardina 459 459 459

Harina de soya 64.4 64.4 64.4

Harina de trigo 260 260 260
Hidrolizado subproducto de atin 20 20 20

Aceite de pescado 13.1 13.1 13.1

Lecitina de soya 175 17.5 175
Vitamina C 2 2 2
Mezcla de vitaminas 15 15 15
Mezcla de minerales 15 15 15
Alginato 20 20 20
Colesterol 5 5 5
Almidon 109 107 94
Oxitetraciclina 0 2 15
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5.5. Calculo para la Concentracion de Antibiotico

Se tuvieron dos concentraciones de antibidtico: 3000 pg/ml (MIC obtenida) y 400 pg/ml
(concentracion baja de antibi6tico), las concentraciones fueron multiplicadas cinco veces para asi
obtener la cantidad de antibiotico a afiadir en el alimento, se multiplico por cinco para compensar

la pérdida de antibiotico durante la elaboracion del alimento.

400ug/ml*5= 2000 pg de OTC por g de alimento
x1000 por kg
2000000 pg de OTC por kg de alimento

3000ug/ml*5= 15000 pg de OTC por g de alimento
x1000 por kg

15000000 g de OTC por kg de alimento

Las concentraciones reales de antibiotico en el alimento fueron determinadas por LC/MS-MS,
metodologia que es indicada mas adelante en este documento, se elabor¢ el alimento de acuerdo a

Arriaga et al., (2021), el procedimiento viene indicado en el anexo 1.

5.6. Comprobacion de Inhibicion de la OTC en la Dieta.

Se cultivd la cepa de referencia Escherichia coli CAIM 21 (ATCC 25922) en medio TSA, después
se obtuvo 1g de pellet con OTC y se coloco el pellet por encima del cultivo en condiciones estériles,

se cultivé durante 24 horas y se comprob0 la inhibicion ademas de medir el halo de inhibicién.
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5.7. Obtencioén de los Camarones Silvestres

Se colectaron organismos silvestres adultos de Penaeus vannamei (peso 25¢g * 4g) en el sistema
lagunar Huizache Caimanero con ubicacion geografica 23° 0'46.31" N; 106° 9'5.28" O.

Al lote de camarones recolectados se le realizo diversos andlisis para conocer el estado de salud de
los ejemplares, los analisis de enfermedades, , el resto de los analisis se procesaron en el
Laboratorio de Diagndstico Molecular (LDM), de CIAD, A.C., para AHPND/EMS el resultado fue
no detectado, para White spot syndrome virus (WSSV) no detectado, sindrome de taura (TSV) no
detectado, necrosis hepatopancreatica (NHPB) no detectado, necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV) el resultado fue detectado, sin embargo, no hay evidencia de
mortalidad en el camaron P. vannamei solamente puede afectar en crecimiento haciéndolo mas

lento o bien presentarse deformaciones corporales (Genics, 2020).

5.8. Sistema Experimental

Los tratamientos consistieron en acuarios de vidrio cuyas dimensiones fueron 30 cm x 15 cm x
25.5 cm de alto (11.47 L de capacidad) de 1 organismo por unidad experimental con 5 réplicas para
cada tratamiento, el acuario contd con 1cm de substrato de sedimento que fue colectado del punto
numero 5 (Figura 1). Se hicieron recambios parciales del 50% de agua diariamente mediante sifon
para mantener las condiciones apropiadas para los organismos, y se realiz6 con sumo cuidado para
evitar estados de estrés en los organismos. Se tuvo una oxigenacion constante que varid entre los
5.48 mg/mL y los 6.00 mg/mL de Oz disuelto y se monitorearon los parametros de amonio, nitritos,
nitratos y pH con tiras reactivas marca Acua Biomar diariamente y se mantuvo un fotoperiodo de
12 horas luz y 12 horas oscuridad durante todo el bioensayo y una temperatura de 26°C.

Todos los organismos fueron alimentados con 1g de la dieta control que representa un 4% de
biomasa del promedio de peso (259 * 4g) durante la primera semana de tratamiento (Figura 2),
posterior a ello 5 organismos fueron expuestos a la dieta con una baja concentracion de OTC

(2mg/g concentracion teorica) y el resto de los organismos continuaron con consumiendo la dieta
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control, una vez transcurrido la semana de tratamiento, los 5 organismos que fueron alimentados
con la dieta que incluia OTC fueron alimentados con alimento de una concentracion mayor durante
la siguiente semana (15mg/g tedrico) y el resto de los organismos continuaron con la dieta control,
al paso de la tercera semana todos los organismos, incluyendo aquellos tratados con OTC volvieron
a ser alimentados con la dieta control durante 2 semanas mas, el bioensayo duré un total de 35 dias
de inicio a fin; se llevaron a cabo muestreos de heces y sedimento antes del cambio de cada dieta,
siendo asi 5 puntos de muestreo.

La toma de muestra de heces se llevo a cabo de acuerdo a Enciso (2016) en los dias siete, catorce,
veintiuno y treinta y cinco de tratamiento, con ayuda de pinzas de diseccion se colectaron las
muestras inmediatamente de que salieron del tracto intestinal del organismo, posteriormente se
colocaron en tubos eppendorf con capacidad de 1.5mL con 1mL de etanol al 96% para su
conservacion. Para el muestreo de sedimento se sifoneo el fondo y se obtuvieron 5g de sedimento
recolectado en tubos falcon de 15 ml con etanol al 96% y se conservaron a -20°C hasta su analisis,
para las muestras utilizadas en espectrometria de masas la recoleccion fue sin etanol al 96% debido
a la solubilidad de OTC en solventes, solamente se recolectaron muestras de sedimento en tubos

eppendorf con capacidad de 1.5.

10 organismos -Muestreo-
0
-Muestreo- c
7
S m
2 mg OTC/g ' ' é
N
15mg OTC/g -Muestreo- ¢ 14
<> Muestreo de heces y sedimento
(Enciso 2016)
I~
M
21
A
-Muestreo- <> 35

Figura 2. Sistema experimental del bioensayo con camarones.
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5.9. Determinacidn de la Concentracion de OTC Biodisponible.

Se determind la concentracion de OTC en el alimento y el sedimento en el laboratorio de
plaguicidas (LANIIA-CIAD) de CIAD Unidad Culiacén, se utilizé un protocolo para la deteccion
de tetraciclina y oxitetraciclina en sedimento marino y alimento para peces (basado en Norambuena
et al., 2013 y Gonzalez-Gaya et al., 2018) que involucra la extraccion con acido oxalico 0.01M en
metanol y determinacion LC-MS/MS.

Para preparar las curvas de validacion para el protocolo de extraccion, dado que fue en base a dos
protocolos ya existentes, se pesé en tubo falcon de 50 ml, 3.0 £ 0.01 g de la muestra molida y
homogeneizada y se agreg6 un volumen de la disolucion de fortificacion y se adicionaron 12 mg
de Na2EDTA como agente quelante para evitar la formacion de enlaces entre la molécula del
antibidtico y los metales presentes en el sedimento. Posteriormente la muestra se extrajo con 30 ml
de 4cido oxalico 0.01M en metanol + 30 pul de acido férmico, se agitd en vortex por 30 segundos y
luego fueron agitados por 30 min en bafio ultrasonico, después se centrifugé a 4000 rpm por 10
min y el sobrenadante fue transferido a un matraz bola para rotavapor, se evaporé a sequedad,
posterior a ello fue reconstituido con 3 ml de mezcla formiato de amonio 5mM/Acetonitrilo
(75/25).

El extracto reconstituido fue centrifugado a 4000 rpm por 5 min con la finalidad de precipitar
proteinas presentes y coaguladas por el acetonitrilo. Finalmente, 1 ml del sobrenadante se filtr6 a
través de un filtro de jeringa de PDVF de 0.22 um y se inyectaron de 5 -10 pul del extracto final en
el sistema LC-MS/MS.

Las muestras fueron inyectadas de forma automatica a través de un sistema Sample Manager-FTN
Acquity de Waters a un UPLC Acquity serie H equipado con columna Acquity UPLC BEH Phenyl
1.7um, 2.1 x 100 mm, en un volumen de 5 pl. Las condiciones empleadas fueron establecidas por
el laboratorio durante el desarrollo del método cromatografico, quedando como fase movil A
(formiato de amonio 5 mM, pH 3.0) y fase movil B (Metanol + formiato de amonio 5 mm + 0.1%
de &cido formico).

Con un tiempo total de corrida de 8.0 minutos. La identificacién y cuantificacién se realizé
mediante sonda ESI (*/-) en un espectrometro de masas Xevo TQ-S de Waters y estacion de trabajo
MassLynx. Los iones fueron monitoreados usando MRM (Multiple Reaction Monitoring) “barrido

del ion producto” para al menos dos transiciones.
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5.10. Extraccién de ADN de Heces y Sedimento.

La extraccion del ADN gendmico (ADNQ) bacteriano de las heces de P. vannamei, agua y alimento
se obtuvo a partir del método de buffer bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) de acuerdo a

Enciso (2016) y se llevo a cabo con el procedimiento indicado en el anexo 2.

5.11. Pureza de ADN.

Para determinar la concentracion y pureza del ADN de acuerdo a Enciso (2016) se uso el
espectrofotdmetro DeNovix DS-11, donde se colocara 1 ul de la muestra en el orificio lector y se
registra la concentracion (ng/ml) y relacion 260/280 nm. Posteriormente se realizé una dilucion de
1:10, una vez determinada la concentracion se checo la integridad del ADN mediante electroforesis

en gel de agarosa.

5.12. Preparacion de Librerias

Las librerias son bibliotecas donde se guarda la informacion de los genomas de un organismo y su
preparacion se llevo a cabo en la plataforma IlluminaMiniSeq siguiendo el protocolo propuesto por
el fabricante (Anexo 3) y de acuerdo a Enciso (2019). El codigo de las muestras se organizo de la
siguiente manera (Cuadro 4):

C01S01 — CO1F01, la primera letra (C) corresponde a la dieta suministrada, en este caso C
corresponde a control, el resto de las letras (L y H) significan Low y High siendo Low la dieta de
2mg/g de OTC mientras que High corresponde a la dieta de 15 mg/g de OTC, Sy F corresponden
al tipo de muestra, S para las muestras de sedimento y F para las muestras de heces; y por ultimo

la combinacion 01 indica el dia de muestreo (Cuadro 4).
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5.13. Limpieza de Lecturas

Para checar la calidad de las lecturas obtenidas de la secuenciacion se utilizo el programa FastQC,
se eliminaron secuencias con una calidad inferior a Q20 y se hicieron cortes para eliminar las
lecturas cortas, asi como los adaptadores (<150 bases) con la opcion fastx_trimmer de FASTX-
Toolkit.

5.14. Anélisis Taxonémico

El analisis taxondmico se llevo a cabo en el servidor Biobacter de CIAD Unidad Mazatlan en
lenguaje linux, para el analisis se utiliz6 el programa Kaiju (Menzel y Krogh, 2016), el cual es un
programa sensible para la clasificacion taxondmica de secuenciacion, y se puede utilizar para
lecturas del genoma completo o experimentos de metagendmica. Cada lectura de la secuenciacion
es asignada a un taxon. Kaiju utiliza la clasificacion a nivel proteico y tiene mayor sensibilidad
comparado con otros metodos basados en la comparacion de nucledtidos (Menzel y Krogh, 2016).
Se utilizd la base de datos nr+euk, este programa se ha utilizado anteriormente para analisis
taxondémicos y funcionales como lo realizado por Beraud et al., (2020), donde utilizaron el
programa Kaiju para la clasificacion taxonémica con la base de datos de progenomes.

Se analizaron los taxones mas abundantes de cada muestra hasta nivel especie en muestras de heces
de camaron y sedimento recolectado durante el bioensayo. Se obtuvo el indice Shannon-Wiener lel
cual es un indicativo de los niveles de riqueza, a traves de una serie de comandos ya establecidos
en el sistema Linux. Para generar las graficas de rarefaccion y los PCA se utilizé el paquete
ampvis2 de RStudio 2021.09.1+372 con las opciones amp_rarecurve y amp_ordinate, mientras que
para representar las familias de mayor abundancia se utilizé el paquete phyloseq con el que se cred
un objeto donde se incluyera la Cuadro de otus, de taxonomia y metadata, junto a los paquetes
microbiome, ggplot2 y dyplr de la misma version de Rstudio. También se calcularon los indices de
diversidad de Shannon de cada muestra y se compararon para analizar si existia diferencia

significativa o no.
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Cuadro 4. Desglose para la identificacion de muestras de heces y sedimento de Penaeus vannamei

Identificacion de muestras

Matriz  Tratamiento  Dia  Organismo Cddigo Matriz Tratamiento  Dia  Organismo  Cddigo
Heces Control 1 1 CO1F01 Sedimento Control 1 1 C01S01
Heces Control 7 1 CO7F01 Sedimento Control 7 1 C07S01
Heces Control 14 1 L14F01 Sedimento Control 14 1 L14S01
Heces Control 21 1 H21F01 Sedimento Control 21 1 H21S01
Heces Control 35 1 C35F01 Sedimento Control 35 1 C35S01
Heces Control 1 13 CO1F13 Sedimento Control 1 13 C01s13
Heces Control 7 13 CO7F13 Sedimento Control 7 13 C07S13
Heces Control 14 13 L14F13 Sedimento Control 14 13 L14S13
Heces Control 21 13 H21F13 Sedimento Control 21 13 H21S13
Heces Control 35 13 C35F13 Sedimento Control 35 13 C35S13
Heces Antibiotico 1 3 CO1F03 Sedimento Antibiotico 1 3 C01S03
Heces Antibidtico 7 3 CO7F03 Sedimento Antibiético 7 3 C07S03
Heces Antibidtico 14 3 L14F03 Sedimento Antibiotico 14 3 L14S03
Heces Antibiotico 21 3 H21F03 Sedimento Antibiotico 21 3 H21S03
Heces Antibidtico 35 3 C35F03 Sedimento Antibiético 35 3 C35S03
Heces Antibidtico 1 10 CO01F10 Sedimento Antibiotico 1 10 C01S10
Heces Antibiotico 7 10 CO7F10 Sedimento Antibiotico 7 10 C07S10
Heces Antibidtico 14 10 L14F10 Sedimento Antibiético 14 10 L14S10
Heces Antibidtico 21 10 H21F10 Sedimento Antibiotico 21 10 H21S10
Heces Antibidtico 35 10 C35F10 Sedimento Antibiotico 35 10 C35S10
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5.15. Andlisis de Genes de Resistencia Antibiotica

Para el andlisis de los genes de resistencia de las muestras secuenciadas se utilizo el programa
Anvio7, la cual es una plataforma integral que relne muchos aspectos de las estrategias
computacionales de vanguardia en microbiologia donde se relnen datos de genomica,
metagendmica, metatranscriptomica, pangenomica, metapangenomica, filogenémica y genética de
poblaciones microbianas en un entorno integrado y facil de usar y con visualizacion interactiva,
para el andlisis en anvio las muestras fueron agrupadas en contigs con MEGAHIT Genome
Assembly v1.0.2 (Li et al., 2015), se limpiaron las ambiguiedades y los headers para continuar con
el proceso) de anvio con un script (metagenomic_workflow.v0.4.1.sh, de Bioinformatica
microbiana, 2022) que simplifica el mapeo de las secuencias y el crear la base de datos de los
contigs para directamente generar un archivo interactivo a usar en la plataforma de anvio, en dicho
archivo interactivo se buscé el KO (Kegg orthology) de los mecanismos de resistencia a tetraciclina
(Cuadro 1) de acuerdo a la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG), una vez
identificados se agruparon en bins de acuerdo al mecanismo de resistencia seleccionado y una vez
agrupado se observé la abundancia relativa del gen en la muestra y se identificé a que taxon

pertenecia el contig asignado.

5.16. Anélisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd6 un analisis multivariado permutado de la varianza
(PERMANOVA) el cual es un modelo utilizado en ecologia y biologia para explicar comunidades
con variables ambientales y se basa en permutaciones de matrices de distancia (Xlstat, 2022) y un
analisis de varianza de dos vias con una prueba posthoc de Tukey para conocer si existe diferencia
entre matrices y grupos, ademas de dos analisis de componentes principales (PCA) de cada matriz
para conocer qué tan estrecha es la relacion entre las muestras, todo el analisis estadistico se hizo

en el programa de R 2021.09.1+372 con los paquetes rstatix y vegan.



6. RESULTADOS

6.1.Caracterizacion del Sedimento

El punto de muestreo seleccionado del Estero del Yugo Mazatlan, Sinaloa presentdé una
composicion del 90.1% de arena, 7.10% de limo y una parte del 2.80% de arcilla, mientras que el
valor obtenido de materia organica fue de 6.75%, los valores obtenidos en este estudio son muy
cercanos a los obtenidos por Rendon (2015) en zonas cercanas a unidades productoras de camaron
en otro estero de la ciudad de Mazatlan (estero de Urias), sin embargo, en este casi el sitio de

muestreo seleccionado es un sitio poco impactado por la actividad antropogénica.

Cuadro 5. Resultados caracterizacion de sedimentos
del punto seleccionado (%)

Arena Limo Arcilla Materia organica
90.10 7.10 2.80 6.75

6.2. Andlisis para Comprobar la Inhibicion por parte de la Dieta

Se cultivé la cepa de referencia E.coli CAIM 21 (ATCC 25922) y se observo que el pellet de
alimento provocara un halo de inhibicion, este halo se comparé con el halo producido por los discos
con la concentracién control de antibiético preparada con OTC de Sigma, se puede observar en la
figura 3 el halo de inhibicion en ambas dietas por lo tanto se comprobé que durante la elaboracion

del alimento no se elimind la oxitetraciclina.
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Concentracidnbaja de Pellet de OTC (2 mgfg) Concentracion alta de OTC  Pellet de OTC (15 mgfg)
OTC control (400 ug/mL) cottrol (3000 uginl)

Figura 3. Comparacion de los halos de inhibicion entre antibiotico utilizado como control y los
pellets elaborados para la alimentacién de los organismos del bioensayo.

6.3. Determinacion de la Concentracion de OTC Biodisponible.

Se determind la concentracion de OTC disponible con una modificacion en el método de
Norambuena et al., 2013 y Gonzalez-Gaya et al., 2018, para comprobar que el método de
recuperacion de OTC era apropiado para el tipo de muestras a analizar (heces y sedimento) se
comprobo la linealidad del método y se obtuvo una R?= 0.9934, mientras el valor de R? sea mas
ajustado 1 mayor sera el ajuste de la linea y por lo tanto el método utilizado recupera la mayor
cantidad de antibidtico posible (Figura 4). Para el anlisis de OTC por espectrometria de masas se
utilizaron 10 muestras de sedimento y las 9 muestras de alimento correspondiente a las diferentes
dietas utilizadas (control, baja concentracion de OTC y alta concentracion de OTC).

La ecuacion de la regresion para la recuperacion de tetraciclina con una exactitud de recobro (%)
de 87.38+£12.07 es:

y = 165.533x + 11.157

Con un limite de deteccion (mg/kg) de 0.004 y un limite de cuantificacion (mg/kg) de 0.011.
Mientras que la ecuacién obtenida para oxitetraciclina con una exactitud de recuperacién (%) de
95.42+16.45 es:
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y =3511.03x + 1953.85

Con un limite de deteccion (mg/kg) de 0.003 y un limite de cuantificacion (mg/kg) de 0.008.
Una vez comprobado el método se hicieron extracciones con patrones de tetraciclina y
oxitetraciclina junto a la matriz utilizada (sedimento y alimento) para comprobar el método y evitar

interferencias por el cambio de matriz (Figura 4 y Figura 5).

Recuperacion de tetraciclina

o
o

y =0.7277x + 0.017

o
~

o

mg/Kg Recuperados
o
N

o

0.2 0.4 0.6 0.8
mg/Kg agreagados

Figura 4. Comprobacién de la linealidad de la modificacion del método de Norambuena, et al.,
2013 y Gonzalez-Gaya et al., 2018 para extraccion de OTC (R? = 0.9934) utilizado con un patron
de tetraciclina para LC-MS/MS.

Para la extraccion del patron de tetraciclina se obtuvo una R?=0.9928 mientras que para la

extraccion del patron de oxitetraciclina se obtuvo una R?= 0.9934
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Recuperacion de oxitetraciclina

y = 0.7522x + 0.017
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Figura 5. Comprobacién de la linealidad de la modificacién del método de Norambuena, et al.,
2013 y Gonzales-Gaya et al., 2018 para extraccion de OTC (R? = 0.9934) utilizado con un patron
de oxitetraciclina para LC-MS/MS.

No se detectd la presencia de oxitetraciclina en muestras de sedimento con organismos control (sin
exposicion al antibidtico), es importante mencionar que el limite de deteccion de la técnica fue de
0.003 mg/kg como fue mencionado anteriormente, se descartd contaminacion entre sistemas ya
que al momento de aplicar el antibiotico (dia siete y catorce) no hubo un aumento considerable en
la concentracion de oxitetraciclina en ninguno de los momentos de muestreo en ambos sistemas
(Cuadro 6)

Cuadro 6. Concentracion de oxitetraciclina detectada en las muestras de
sedimento de organismos Penaeus vannamei expuestos a OTC.

. . mg de OTC/g de mg de OTC/g de sedimento
Tiempo (Dias) sedgijmento cor?trol ) con tra%amiento
1 0.00 0.00
7 0.00 0.00
14 0.00 0.32
21 0.00 0.35
35 0.00 0.06

En el caso de las muestras que fueron expuestas a oxitetraciclina se puede observar un aumento en
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la concentracion de antibidtico en el dia catorce, el cual fue el momento en el que termina una
semana de tratamiento con la dieta de menor concentracion de OTC (Cuadro 6).

También se hicieron andlisis en muestras de alimento para comprobar la presencia de
oxitetraciclina y corroborar que el antibiotico no se degradé durante el proceso de elaboracion de
la dieta, se obtuvieron las siguientes concentraciones reales, para la dieta control no se detect6 la
presencia de OTC, mientras que para la dieta con la menor concentracion de oxitetraciclina se
detect6 1.56 + 0.04 mg de OTC por g de alimento, y para la dieta de mayor concentracion que se

estimaba en 15mg/g se obtuvo una concentracion real de 10.78 + 0.1 mg de OTC por g de alimento.

6.4. Rarefaccion

Se obtuvieron un total de 159 muestras (9 de alimento, 50 de heces y 100 de sedimento), para los
analisis metagenomicos se utilizaron 20 muestras de heces y 20 muestras de sedimento y cuatro de
organismos (Cuadro 7 y Cuadro 8), el numero de individuos y los OTUS asignados, ademas del
namero de secuencias sin clasificar posterior a la clasificacion con Kaiju.

La mayoria de las muestras (87.5%) tuvieron un numero de secuencias mayor a un millon,
solamente cinco estuvieron por debajo del millon y todas fueron muestras de heces (Cuadro 7 y
Cuadro 8). El nimero de OTUS observados también esta indicado en las curvas de rarefaccion para
el contenido intestinal de heces (Figura 6) y sedimento (Figura 7). Las curvas de rarefaccion
comparan la cantidad de especies observadas con respecto a las secuencias obtenidas, en el caso de
las muestras provenientes de heces de Penaeus vannamei se obtuvo un promedio de 6,334 + 2,402
OTUS (Min= 1,489, Max = 8,913, n = 20) mientras que para las muestras de sedimento el promedio
registrado fue de 11,409 + 2,402 OTUS (Min = 6,260, Max = 14,215, n = 20).
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Cuadro 7. Numero de secuencias, individuos, OTUS asignados y secuencias sin clasificar en muestras de heces de Penaeus

vannamei
OTUS asignados
Muestra Secuencias NuUmero de individuos Numero de OTUS Arquea Bacteria Eukaryota Virus Secuencias sin clasificar
CO1F01 1,518,436 154947 5861 284 12854 268 44 474832 (31%)
CO1F03 1,367,536 128141 4873 241 9063 367 57 464821 (34%)
CO1F10 815,910 148055 1741 6 1937 94 13 159317 (20%)
CO1F13 1,271,174 133969 5565 378 11958 260 55 372550 (29%)
CO7F01 1,067,390 88655 5946 535 13070 192 72 364733 (34%)
CO7F03 1,620,740 266571 4355 89 8277 621 68 378664 (23%)
CO7F10 1,446,472 124802 5738 289 12463 350 37 493945 (34%)
CO7F13 851,844 131362 3090 51 4778 96 38 194240 (23%)
C35F01 933,456 212544 2769 18 4007 71 17 145051 (16%)
C35F03 1,242,686 105580 5540 302 11639 199 45 422267 (34%)
C35F10 1,146,652 83799 5759 337 11959 217 39 414593 (36%)
C35F13 1,040,282 119898 4061 74 7647 171 25 289155 (28%)
H21F01 1,348,324 104426 5867 306 12863 260 39 480693 (36%)
H21F03 1,174,670 137049 4613 119 9186 221 36 321988 (27%)
H21F10 1,277,870 101122 5976 553 13420 204 46 451320 (35%)
H21F13 700,168 59556 3130 52 5193 98 54 227995 (33%)
L14F01 1,444,108 125234 5898 333 12872 278 42 482692 (33%)
L14F03 1,263,208 114877 5642 547 11226 211 48 430325 (34%)
L14F10 1,157,066 172700 3250 50 5241 73 37 205955 (18%)

L14F13 895,114 121026 3450 60 6025 166 48 234356 (26%)




Cuadro 8. Numero de secuencias, individuos, OTUS asignados y secuencias sin clasificar en muestras de sedimento de Penaeus

vannamei
Muestra Secuencias NUmero de individuos NUmero de OTUS Arquea Bacteria Eukaryota Virus Secuencias sin clasificar
C01S01 2,979,426 232924 12594 828 18640 365 126 1048868 (35%)
C01S03 2,691,848 131166 11063 817 16238 340 86 1074321 (40%)
C01S10 3,715,234 229777 13317 866 19596 454 104 1410152 (38%)
C01S13 1,887,240 97248 9650 721 14389 219 64 748109 (40%)
CO07S01 2,779,474 274853 11016 511 16222 407 57 865684 (31%)
C07S03 4,707,924 436781 11095 594 16218 512 79 1630683 (35%)
C07S10 3,277,848 327765 11807 578 17387 409 94 1073065 (33%)
C07S13 1,256,874 116622 6260 143 9195 189 39 416885 (33%)
C35S01 5,766,434 569157 13423 551 19680 590 96 1929466 (33%)
C35S03 6,971,868 469145 13727 688 20149 574 76 2509071 (36%)
C35S10 4,533,914 272690 12519 595 18376 499 73 1751635 (39%)
C35S13 6,755,971 543757 14215 649 20718 682 101 2394204 (35%)
H21S01 3,950,030 275305 11866 502 17233 660 90 1478469 (37%)
H21S03 3,432,614 240363 11256 543 16410 554 66 1290003 (38%)
H21S10 6,145,884 488581 13223 615 19414 561 102 2184911 (36%)
H21S13 1,494,386 114698 7922 303 11680 282 34 540840 (36%)
L14S01 3,832,848 353248 11733 527 17070 538 85 1253017 (33%)
L14S03 4,363,988 317807 12811 618 18627 602 92 1612755 (37%)
L14S10 3,075,689 112299 7811 351 11551 195 41 589936 (19%)

L14S13 3,642,758 223477 10873 440 15956 388 67 1383212 (38%)




En el diagrama de componentes principales (PCA) se puede observar (Figura 8) la separacion entre
las diferentes muestras provenientes de la microbiota intestinal y del sedimento de Penaeus
vannamei en los distintos momentos de tratamiento. Las muestras intestinales se mantuvieron
dispersas entre los cuadrantes, sin embargo, durante el tratamiento con oxitetraciclina en el dia
veintiuno solamente los organismos tratados con antibi6tico se agruparon en el cuadrante izquierdo
mientras que las muestras control estuvieron agrupados al lado derecho de la grafica ACP, al retirar
la presion de seleccidn todas las muestras se agruparon en el cuadrante derecho.

En cuanto a las muestras de sedimento (Figura 9) las muestras se agruparon en su mayoria en el
cuadrante derecho, solamente las muestras iniciales se agruparon del lado opuesto. Se hizo una
anova de dos vias y una prueba de Tukey en R 2021.09.1+372 con el paquete rstatix, no se encontrd
diferencia significativa entre tratamientos control — antibidtico (P = 0.51 > 0.05), ni entre matrices
(P =0.9>0.05).

Se hizo un analisis multivariado permutado de la varianza (PERMANOVA) con el paquete Vegan
en R 2021.09.1+372 a cada una de las matrices (heces y sedimento) para heces y sedimento no se
encontrd diferencia significativa entre tiempos de tratamiento P= 0.959 > 0.05y P = 0.9 > 0.05

respectivamente.
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Figura 6. Curvas de rarefaccion del nimero de OTUS posterior a la limpieza de las secuencias correspondiente a la microbiota
intestinal, el color indica el momento en que la muestra fue tomada, color mas oscuro inicio del tratamiento y color més claro final del
experimento.
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Figura 8. Distribucion en el PCA de los cambios en la microbiota intestinal de camaron durante el tratamiento con OTC, los nimeros
01 y 13 corresponden a organismos control (C) mientras que 03 y 10 son organismos bajo tratamiento (A), el tiempo viene indicando

por dias transcurridos y marcado con tonos azules mas claro con el pasar del tratamiento.
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En el caso de los indices de diversidad de Shannon pertenecientes a los organismos control (Figura
11) el promedio de los indices fue de 6.5 £ 1.2 con un valor maximo registrado de 8.07 y lo obtuvo
la muestra CO7F01 correspondiente a heces, mientras que el valor minimo fue de 4.371 para la
muestra L14S13 cuya matriz fue sedimento, los indices de diversidad tuvieron una desviacion
estandar (s) de 1.2.

En el caso de los indices de diversidad de Shannon pertenecientes los organismos con tratamiento
(Figura 10) el promedio de los indices fue de 6.9 + 1.5 con un valor maximo registrado de 8.1y lo
obtuvo la muestra C01S10 correspondiente a sedimento, mientras que el valor minimo fue de 1.9
para la muestra H21S10 cuya matriz fue sedimento, los indices de diversidad tuvieron una
desviacion estandar (s) de 1.5y no se encontré diferencia significativa entre tratamientos control -
antibidtico (P > 0.05).

6.5. Organismos control

La estructura bacteriana de los organismos control (camardn 01 y camaron 13) presentd algunos
cambios durante el bioensayo, en el caso de la microbiota intestinal inicial (Cuadro 9) de Penaeus
vannamei en los organismos control las familias dominantes fueron Alteromonadaceae y
Flavobacteriaceae con 11 y 12% de abundancia relativa respectivamente (figura 11 y figura 17),
sequidas de las familias Desulfobacteraceae, Roseobacteraceae y Lewinellaceae con 13, 7 'y 8%
de abundancia relativa respectivamente (Cuadro 10).

Durante el bioensayo existieron algunos picos en el incremento de la abundancia relativa de algunas
familias tales como Vibrionaceae, Pseudoalteromonadaceae y Burkholderiaceae quienes tuvieron
una abundancia relativa de 21,22 y 22% respectivamente al dia treinta y cinco; otras de las familias
que presentaron este tipo de comportamiento fueron Vibrionaceae y Alteromonadaceae al dia
catorce con una abundancia relativa del 39 y 15% respectivamente

Mientras que, la estructura bacteriana en el sedimento fue dominada por las familias Myoviridae,
Rhodobacteraceae, Prolixibacteraceae Flavobacteriaceae y Desulfobacteraceae con 5, 7y 5, 12
y 10% de abundancia relativa respectivamente (figura 11 y figura 17). Durante el bioensayo

algunas familias incrementaron su abundancia relativa de forma considerable, tales como
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Alteromonadaceae y Flavobacteriaceae con un 21y 10% de abundancia relativa al dia siete, otra
familia que tuvo un comportamiento similar fue la familia Myoviridae quien incrementd su
abundancia relativa en el dia veintiuno hasta un 43%, la familia Vibrionaceae domino la microbiota
del sedimento en el dia catorce con un 36%, mientras que la familia Alteromonadaceae mantuvo
su abundancia relativa en 23% desde el dia catorce y hasta el dia treinta y cinco.

En cuanto a las especies predominantes en las muestras control tanto de heces (figura 12) como de
sedimento (figura 18) de los organismos Penaeus vannamei (camarédn control 01 y 13) se puede
observar en muestras de contenido intestinal que especies como  Agarivorans gilvus,
Pseudoalteromonas spongiae, Litorilituus sediminis y Hanstruepera neustonica tuvieron
dominancia en la microbiota intestinal inicial de los organismos, otras especies que también
mostraron dominancia en la microbiota inicial fueron Deltaproteobacteria bacterium, Lewinella
sp. W8 e Hyphomonas sp. Mor2.

Durante el bioensayo algunas especies incrementaron su abundancia relativa de forma considerable
a pesar de no haber sido expuestas a antibiéticos, tales especies como Agarivorans gilvus y Vibrio
sp.Hep-1b-8 quienes incrementaron su abundancia relativa a 13 y 14% respectivamente para el dia
catorce de bioensayo, hacia el final del experimento las especies que dominaron la microbiota
inicial fueron Pseudoalteromonas spongiae, Agarivorans gilvus, Vibrio sp. Hep-1b-8 y
Flavobacteriaceae bacterium UJ101 con abundancias relativas del 15, 15, 16 y 14%
respectivamente.

En el caso del comportamiento de las especies en las muestras de sedimento, ejemplos como
Acidobacteria bacterium y Chloroflexi bacterium dominaron la microbiota inicial del sedimento,
al igual que otras especies tales como Agarivorans gilvus, Desulfuromonas sp. Y Hanstruepera
neustonica, algunas especies tuvieron incrementos considerables en su abundancia relativa en
algun momento del bioensayo a pesar de que el sedimento no fue expuesto al tratamiento, por
ejemplo, Agarivorans gilvus increment6 su abundancia relativa hasta un 13% al dia siete y mostrd

dominancia hasta el dia treinta y cinco.
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Figura 10. indices de Shannon de los organismos en muestras de heces y sedimento. El eje vertical indica el valor del indice de diversidad

mientras que el eje horizontal las muestras, C= dieta control, H= dieta con alta concentracion de OTC, L= dieta con baja concentracién de OTC, F=
heces, el primer nimero indica el dia de tratamiento y el ultimo el nimero de organismo (controles= 01 y 13, tratamiento= 03 y 10).
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6.6. Organismos expuestos a OTC

Por otra parte, la estructura bacteriana de los organismos expuestos a antibiotico (figura 13y figura
15) mostr6 cambios importantes a lo largo del tratamiento, la microbiota intestinal inicial de estos
organismos (camarén 03 y camarén 10) fue dominada por familias como Burkholderiaceae,
Vibrionaceae y Rhodobacteraceae con un 58, 18 y 10% de abundancia relativa respectivamente,
sin embargo en el momento previo a la exposicién a oxitetraciclina las familias que dominaron las
muestras de contenido intestinal fueron Vibrionaceae y Flavobacteriaceae con un 44% y 10% de
abundancia relativa respectivamente.

Una vez los organismos fueron expuestos al tratamiento con antibiotico las familias que dominaron
la microbiota intestinal de Penaeus vannamei fueron Caulobacteraceae con un 25%,
Alteromonadaceae con un 16% y Vibrionaceae con un 46% de abundancia relativa, sin
embargo, algunas otras familias disminuyeron su abundancia relativa tales como
Rubrobacteraceae y Desulfobacteraceae quienes presentaban una abundancia relativa del 7% vy al

ser expuestas a OTC disminuyeron a menos del 0.2%.
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Posterior a la dieta de 2mg de OTC, los organismos fueron alimentados a partir del dia catorce y
hasta el dia veintiuno con la dieta de mayor concentracion de oxitetraciclina (15mg/g), algunas de
las familias que aumentaron su abundancia relativa en el dia veintiuno respecto al dia catorce en
las muestras de contenido intestinal fueron Caulobacteraceae, Vibrionaceae, Rhodobacteraceae y
Alteromonadaceae, sin embargo otras familias disminuyeron su abundancia como lo fue
Burkholderiaceae ya que su abundancia relativa disminuyé del 10% antes del tratamiento con una
alta concentracion de OTC a 1%. Las familias bacterianas que mostraron una recuperacion una vez
se elimino la presidn de seleccion por el antibiotico desde el dia veintiuno y hasta el dia treinta y
cinco fueron Flavobacteriaceae, Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae y Rhodobacteraceae.
Por otra parte, las familias que tuvieron una mayor presencia en las muestras de sedimento inicial
fueron Desulfobacteraceae, Myoviridae, Prolixibacteraceae y Rhodobacteraceae, para el dia siete
el cual fue el momento pre exposicion a antibidtico se vio dominada por las familias
Alteromonadaceae y Vibrionaceae con un 16 y 10% de abundancia relativa respectivamente,
después de esos siete dias, el sedimento fue expuesto a los residuos de la primera dieta con
antibidtico ademas de las heces de los organismos, las familias que incrementaron su abundancia
relativa pese al tratamiento con antibiético fueron Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae,
Myoviridae y Marinifilaceae, mientras que otras familias como Vibrionaceae, Alteromonadaceae
y Marinilabiliaceae disminuyeron su abundancia relativa.

Posterior a la primera exposicion, el sedimento fue expuesto a partir del dia catorce y hasta el dia
veintiuno a la dieta de mayor concentracion de OTC (15mg/g), algunas de las familias que
disminuyeron su abundancia relativa fueron Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae,
Flavobacteriaceae y Marinifilaceae, la familia que tuvo una mayor abundancia relativa en el
sedimento durante la exposicién a oxitetraciclina fue la familia Myoviridae con una abundancia
relativa del 85% (Cuadro 11 y Cuadro 12). Las familias que mostraron una recuperacion una vez
se detuvo la presion de seleccién del dia veintiuno y hasta el dia treinta y cinco fueron
Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae, Prolixibacteraceae, Rhodobacteraceae,
Flavobacteriaceae y Desulfovibrionaceae.

En cuanto a las especies predominantes de contenido intestinal (figura 14 y figura 16) en los
camarones con tratamiento se puede observar que especies como Vibrio parahaemolyticus,
Photobacterium damselae, Burkholderia contaminans, Burkholderia cenocepacia y Burkholderia

lata predominaron en la microbiota inicial de Penaeus vannamei, en el momento justo antes de la

72



exposicién a oxitetraciclina las especies que se encontraron dominando la microbiota intestinal
fueron Vibrio sp.Hep-1b-8 y Agarivorans gilvus.

Una vez los organismos fueron expuestos a oxitetraciclina algunas especies como Brevundimonas
nasdae, Agarivorans gilvus y Vibrio parahaemolyticus incrementaron su abundancia relativa un
2% sin embargo Vibrio parahaemolyticus incrementé su abundancia relativa en un 28%, no
obstante, una vez inicié la exposicion a una concentracion mayor de OTC estas especies
disminuyeron su abundancia relativa, mientras que por el contrario otras especies incrementaron
su abundancia a pesar de la presion de seleccion, tales como Bacteroidetes bacterium, Chloroflexi
bacterium y Acidobacteria bacterium, una de las especies que mostrd una recuperacion en su
abundancia relativa una vez concluyo el tratamiento con oxitetraciclina fue Agarivorans gilvus.
Las especies que dominaron las muestras iniciales de sedimento fueron Deltaproteobacteria
bacterium, Bacteroidetes bacterium, Chloroflexi bacterium y Acidobacteria bacterium, una vez
transcurridos los primeros siete dias de bioensayo, las especies que dominaron la microbiota del
sedimento justo antes de la exposicién a OTC fueron Agarivorans gilvus y Litorilituus sediminis.
Posterior a ello se expuso a las unidades experimentales a una primera concentracién de antibiotico
donde algunas de las especies que disminuyeron su abundancia relativa fueron Agarivorans gilvus,
Litorilituus sediminis y Deltaproteobacteria bacterium, posterior a esta dieta de 2mg de OTC, los
organismos fueron alimentados a partir del dia catorce y hasta el dia veintiuno con la dieta de mayor
concentracion de oxitetraciclina (15mg/g) una de las especies que tuvo un incremento en su
abundancia relativa pese a una concentracion mayor de antibiético fue Agarivorans gilvus, las
especies que mostraron una recuperacion al eliminar la presion de seleccidn fueron Agarivorans

gilvus, Deltaproteobacteria bacterium y Marinilabiliales bacterium.
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Figura 13. Estructura bacteriana del camaréon 03 (expuesto a OTC) representada por las 15 familias con mayor abundancia relativa en
las muestras de heces y sedimento, las muestras indicadas con H corresponden a heces y aquellas representadas con S a sedimento,
mientras que el nimero corresponde al dia de tratamiento. EI Cuadro rojo indica el periodo de exposicion a OTC.
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Figura 14. Especies con mayor abundancia relativa del camardn 03 (expuesto a OTC) en las muestras de heces y sedimento, colores
naranjas indican una mayor abundancia relativa.
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Figura 15. Estructura bacteriana del camardn 10 (expuesto a OTC) representada por las 15 familias con mayor abundancia relativa en
las muestras de heces y sedimento, las muestras indicadas con H corresponden a heces y aquellas representadas con sedimento, el

namero corresponde al dia de tratamiento.
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Figura 17. Estructura bacteriana del camarén 13 (control) representada por las 15 familias con mayor abundancia relativa en las
muestras de heces y sedimento, las muestras indicadas con H corresponden a heces y aquellas representadas con sedimento, el nimero
corresponde al dia de tratamiento.
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5226, 6235- -- 3695 2633 - 4875 2181
Proteobacteria; Vibrio_sp. B1FLJ16- -- 5.306 -- - 6935 2377 --
Bacteroidetes; Bacteroidetes _bacterium- 1435 2409 - 2339 - --- 1.889 4449
Proteobacteria; Deltaproteobacteria_bacterium- 2205 1314 381 1323 -- 2444 -
Proteobacteria; Burkholderia_contaminans - --- 5552 | 2029
Proteobacteria; Oleiphilus_messinensis - - 2213 --- -----
Chloroflexi; Chloroflexi_bacterium-  1.48 2474
Proteobacteria; Gammaproteobacteria_bacterium - ----- 1813 ----
Proteobacteria; Vibrio_tubiashii - ----- -
Bacteroidetes; Carboxylicivirga_linearis - -- - -
Acidobacteria; Acidobacteria_bacterium- --- 3383 - ---
Planctomycetes; Planctomycetes bacterium- 1203 ---- -----
Bacteroidetes; Lewinella_sp. W§&- 4432 ---- -----
Proteobacteria; Desulfummnnas_sp_------ 426 ----
Bacteroidetes; Carboxylicivirga_sediminis - - --- -----
Proteobacteria: Oceanospirillum_sp._ D5- ----- -- 4617 --
N

— l.l'J
1— [ (]
I I I T I [.D U] [12] w ul

Figura 18. Especies con mayor abundancia relativa del camarén 13 (control) en las muestras de heces y sedimento, colores naranjas
indican una mayor abundancia relativa.
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6.7. Genes de Resistencia a Tetraciclinas y Otros Genes de Resistencia Antibidtica

El andlisis de los genes de resistencia a tetraciclinas se llevo a cabo en la plataforma de Anvio 7
(figura 21), en ella se identificaron cinco tipos de genes tet (tetA, tetR, tet35, tetM y tetC) presentes
en diferentes abundancias relativas a lo largo del tratamiento, también se identificaron genes de

resistencia en microorganismos que no fueron expuestos a oxitetraciclina.

6.7.1. Organismos Control

Los organismos control de Penaeus vannamei presentaron genes de resistencia en la microbiota
inicial (Figura 19 y Figura 22) siendo uno de los genes de resistencia a tetraciclinas con mayor
presencia el gen tet35 con una abundancia relativa del 0.22% respecto a los genes totales
identificados (Figura 19), en el caso de las muestras de sedimento de los sistemas control no se
encontraron genes de resistencia a tetraciclinas, sin embargo, para el dia siete aument6 la
abundancia relativa de los genes tetA, tetR, tet35 y tetC, para el muestreo del dia catorce se
encontraron los genes tetM vy tetR, siendo tetR gen con mayor abundancia en ese momento en las
muestras de sedimento con una abundancia relativa del 0.6% (Figura 23). Algunas de las especies
en las que se identificaron genes de resistencia en organismos control fueron Agarivorans gilvus y
Burkholderia cepacia.

Las especies en las que se identificaron genes de resistencia a tetraciclinas en ambas matrices (heces
y sedimento) fueron Pseudodesulfovibrio piezophilus, Agarivorans gilvus, Pseudoalteromonas
spongiae y Bacteroides coprosuis, la presencia del gen tet35 fue identificada en las especies
Pseudoalteromonas spongiae, Pseudodesulfovibrio piezophilus y Agarivorans gilvus mientras que

en Bacteroides coprosuis se identifico el gen tetM.
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Linea del tiempo de abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas en muestras de heces de Penaeus vannamei

Burkholderia cepacia tetA
Agarivorans gilvus tet35
Vibrio parahaemolyticus tet35 Aheromobacter arsenitoxydans tetR
Agarivorans gibvus tet35 tetC

Dysgonomonas gadei tetM
Vibrio parahaemolyticus tetR, tet35 ‘

Burkholderia cepacia tetA
Vibrio parahaemolyticus tetR

Burkholderia cepacia tetA, tetR
Ahcromobacter arsenitoxydans tefR P i

Ahcromobacter arsenitoxydans tetR
Vibrio parahaemolyticus tetR, tet35
Agarivorans gilvus tet35

Burkholderia cepacia tetA, tetR
Vibrio parahaemolyticus tetR, tet35
Agarivorans gilvus tet35

Burkholderia cepacia tetA Dysgonomonas gadei tetM

ihi Dysgonomonas gadei tetM
Vibrio parahaemolyticus tetR : yeg & l Ahcromobacter arsenitoxydans tetR l,

Ah bact itoxydans tetR
cromobacter arsenitoxydans te: tetC

TRATAMIENTO

‘I Dia 14 Dia 21 Dia 35

CONTROL Agarivorans gilvus tet35 i Pseudoalteromonas spongiae tet35 tetA y tetR
Pseudoalteromonas spongiae tet35 H Pseudodesulfovibrio piezophilus tet35 T ; Agarivorans gilvus tet35
Pseudodesulfovibrio piezophilus tet35 i Burkholderia cepacia tetR
Vibrio parahaemolyticus tetR Agarivorans gilvus tet35 l
Burkholderia cepacia tetR Burkholderia cepacia tetR
Bacteroides coprosius tetM tetC
H tetA, teiR y tetC T
Agarivorans gilvus tet35
Pseudoalteromonas spongiae tet35 Pseudoalteromonas spongiae tet35
T Incremento abundancia relativa R\’eudude‘\'u.ﬁbvibri({ piezophilus tet35 Pseudndesulfo .vibrio piezophilus tet35
Burkholderia cepacia tetR Agarivorans gilvus tet35
Bacteroides coprosius tetM Burkholderia cepacia tetR

1 Disminucidn abundancia relativa

Figura 19. Linea del tiempo de abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas en muestras de heces de Penaeus vannamei.
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Linea del tiempo de abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas en muestras de sedimento con organismos Penaeus vannamei

Burkholderia cepacia tetA, tetR

Burkholderia cepacia tetA, tetR Vibrio parahacmolyticus tetR, tet3S
Vibrio parahaemolyticus tetR Agarivorans gilvus tet3§
Agarivorans gilvus tet3s I)_n.gumnmmm Sokky ok
Ahcromobacter arsenitoxydans tetR i

tetCy tetM

Ahcromobacter arsenitoxydans tetR l

Dysgonomonas gadet tetM
L 8 T Ahcromobacter arsenitoxydans tetR I

tetCy tetM

Burkholderia cepacia tetA, 1etR
: Alcromobacter arsenitoxydans tetR
Burkholderia cepacta tetR Vibrio parahaemolyticus tetR, tet35
Vibrio parahaemolyticus tetR Agarivorans gilvus tet3§

Vibrio parahaemolyticus tetR, tet3§
Agarivorans gifvus tet3§
Burkholderia cepacia tetAtetR

TRATAMIENTO Dysgonomonas gadei tet M

‘I Dia 0 7 Dia 14
CONTROL Agarivorans gitvuy tet3§ T

Pseudoalteromonas spongiac 1135 tetA, tetR y tetC

Pscudodesulfovibrio piezophilus tet3§

tetR, tetC y tetA : Bacteroides coprosius tetM

= g : Pseudoalteromonas spongiac tet35

Burkholderia cepac mAldR Pseudodesulfovibrio piezophilus tet3§
Bacteroides coprosius tetM Agarivorans gilvus tet35

Bacierotdes coprosius tetM

Agarivorans gilvus tet3§ Burkholderia cepacia tetR
Incremento abundancia relativa Pseudoalteromonas spongiac tet3§ tetA y tetC
Pseudodesulifovibrio piczophilus tet3$
1 Disminucion abundancia relativa tetR, tetCy tetA tetR l

Figura 20. Linea del tiempo de abundancia relativa de genes de resistencia a tetraciclinas en muestras de sedimento de Penaeus
vannamei
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6.7.2. Organismos Expuestos a OTC

En cuanto a las unidades experimentales expuestas a oxitetraciclina se encontraron genes de
resistencia a tetraciclinas en la microbiota intestinal inicial (Figura 19 y Figura 22), en el caso de
las muestras de heces se encontraron los genes tetA y tetR con una abundancia relativa del 0.12 y
0.11% respectivamente, para el momento justo antes de aplicar el primer tratamiento con OTC;
una vez aplicado el antibidtico se identificaron solamente dos genes de resistencia tetA y tetR los
cuales aumentaron su abundancia relativa a 0.15 y 0.19% respectivamente, una vez que termino la
exposicion de siete dias de la dieta con 2mg/g de OTC inici6 la administracion del alimento de
mayor contenido de OTC, para este punto los genes tetA y tetR incrementaron ain mas su
abundancia a 0.28 y 0.27% respectivamente, sin embargo el gen que se encontr6 en mayor
abundancia fue el gen tetC con una abundancia relativa del 0.3%, también se identificé el gen tet35
con una abundancia del 0.2%.

Después de la exposicion al antibidtico se tuvo un tiempo de recuperacién donde los organismos
no fueron expuestos a oxitetraciclina, una vez retirado el antibidtico del sistema, las abundancias
relativas de todos los genes de resistencia a tetraciclinas disminuyeron y solamente el gen tetM
aumento su abundancia de 0 a 0.1% de abundancia al dia treinta y cinco, siendo el inico momento
donde se identificd este gen de resistencia; en cuanto a las especies identificadas como resistentes
a tetraciclinas en muestras de contenido intestinal se encontrd el gen tetA en Burkholderia cepacia,
el gen tet35 en Agarivorans gilvus y el gen tetR en Achromobacter arsenitoxydans.

Por otro lado, en las muestras de sedimento (figura 19) no se encontraron genes de resistencia a
tetraciclinas en el momento inicial del bioensayo, sin embargo, si se encontraron genes en el dia
siete, justo antes de iniciar el tratamiento con oxitetraciclina, se identificaron los genes tetA, tet35,
tetM, tetR y tetC (figura 20), una vez que transcurrid la exposicion con la dieta de menor
concentracion, la abundancia de todos los genes de resistencia disminuy0, posteriormente el
sedimento fue expuesto a la dieta con mayor concentracion de antibidtico (figura 21), en este
sistema todas los genes de resistencia disminuyeron aiin mas su abundancia relativa.

En el caso de las muestras iniciales de sedimento (figura 19) se encontr6 solamente el gen tetR ,
sin embargo para el dia siete justo antes de iniciar la exposicion a OTC los genes tetA, tetR, tet35

y tetC incrementaron su abundancia, al dia catorce una vez termind la exposicién a la concentracion
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menor de oxitetraciclina todos los genes de resistencia a tetraciclinas tuvieron una disminucion en
su abundancia relativa a excepcion del gen tetM el cual tuvo una abundancia relativa del 0.2%,
posteriormente se administrd la dieta de mayor presencia de antibi6tico, en este punto todos los
genes de resistencia a tetraciclinas identificados aumentaron su abundancia, una vez retirada la
presion de seleccidn la abundancia relativa de todos los genes disminuyo.

No es necesario encontrar una gran cantidad de genes de resistencia a tetraciclinas para que los
microorganismos sean tolerantes al antibiotico, basta con la presencia de algunos cuantos como los
genes tet35, tetR, tetM etc. (Jahanthig, et al., 2020; Miranda, et al., 2002). Para que las especies

sean capaces de tolerar altas concentraciones del antibiotico.
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Cuadro 9. Valores abundancia relativa de las familias més representativas de cada muestra
(%) en organismo control (01).

Heces
Familia CO01F01 CO7F01 L14F01 H21F01 C35F01

Alteromonadaceae 12.6 2.9 3.1 2.6 12.4
Flavobacteriaceae 11.3 1.9 9.5 12.1 1.7

Myoviridae 0 0.1 0.1 0.3 0
Desulfobacteraceae 6 4.4 9.2 5.7 0.1
Rhodobacteraceae 4.2 8 5.6 5.6 1.7
Vibrionaceae 4.7 0.3 2.1 2.6 21.6
Desulfovibrionaceae 7 0.9 6.3 1.9 0.2
Pseudoalteromonadaceae 1.9 0.2 0.2 0.5 22
Burkholderiaceae 0.7 1 0.3 0.5 21.8
Prolixibacteraceae 11 4.4 2.6 1.8 0.1

Marinifilaceae 3.6 0.1 1.2 2.2 0
Marinilabiliaceae 1.2 0.4 7.7 1.2 1.2
Desulfobulbaceae 15 1.6 4.6 2.2 0.2
Oceanospirillaceae 0.8 4.9 0.6 1.1 0.4

Sedimento
Familia C01s01 C07s01 L14S01 H21S01 C35501

Alteromonadaceae 2.8 21.3 5.3 35 10.1
Flavobacteriaceae 1.9 10.2 11.6 5.6 8.4
Myoviridae 55 0.5 0.1 43.3 18.3
Desulfobacteraceae 4.3 2.8 10.2 4.6 5.2
Rhodobacteraceae 7.4 4.3 3.7 2.2 35
Vibrionaceae 0.3 3.7 1.5 1.9 3.8
Desulfovibrionaceae 0.8 1.2 4.9 1.2 5.6
Pseudoalteromonadaceae 0.1 0.7 0.1 0.5 15
Burkholderiaceae 0.9 0.3 0.3 0.2 0.3
Prolixibacteraceae 5.2 2.4 3.9 1.3 0.8
Marinifilaceae 0.1 0.9 10.2 1.9 2.7
Marinilabiliaceae 0.5 4.8 3.6 1 0.9
Desulfobulbaceae 15 1.7 4.2 1.3 1.2
Oceanospirillaceae 4.4 2.1 1.4 0.5 0.8




Cuadro 10. Valores abundancia relativa de las familias mas representativas de cada muestra

(%) en organismo control (13).

Heces
Family CO1F13 CO7F13 L14F13 H21F13 C35F13
Vibrionaceae 1.7 2 39.2 0.2 29.6
Alteromonadaceae 25 3.8 15.4 0.6 17.2
Flavobacteriaceae 15 12.4 8.9 2.2 17.8
Desulfobacteraceae 13 104 0.3 6.9 3.1
Roseobacteraceae 7 2.5 5.7 14 3.7
Marinilabiliaceae 1.6 13.4 1.6 0.9 2.2
Rhodobacteraceae 4.7 1.7 6.9 1.6 2.4
Burkholderiaceae 0.5 0.1 0.6 0.7 4.3
Desulfovibrionaceae 6.7 6.6 0.3 0.8 3.1
Prolixibacteraceae 1 3.6 0 8.3 0.3
Oceanospirillaceae 0.8 0.5 1.7 2 0.3
Desulfobulbaceae 3 3.1 1 2.8 0.6
Desulfuromonadaceae 2.3 0.9 0 2.9 0.2
Lewinellaceae 8 2.7 0.2 0.3 0.1
Sedimento
Family C01S13 C07S13 L14S13 H21S13 C35S13

Vibrionaceae 1.6 59.6 36.4 3.5 6.8
Alteromonadaceae 5.8 2.9 23.8 24.2 23.6
Flavobacteriaceae 12.4 3.1 5.4 9 8.1

Desulfobacteraceae 10.4 0.2 0.1 3 4
Roseobacteraceae 3.1 7.8 1.7 2.8 5.2
Marinilabiliaceae 3.2 0.7 0.6 5.6 3.5
Rhodobacteraceae 2.2 6.7 1.1 2 2.7
Burkholderiaceae 0.2 15 13.8 5.4 0.1
Desulfovibrionaceae 5.9 0.1 0.1 1.1 1.9
Prolixibacteraceae 3.4 0.1 0.1 2.3 5.2
Oceanospirillaceae 0.6 1.1 7.8 2.3 6.7
Desulfobulbaceae 2.9 0.8 0.1 15 1.1
Desulfuromonadaceae 7.3 0 0 1.1 0.5
Lewinellaceae 0.6 0.2 0.3 1.5 0.7
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Cuadro 11. Valores abundancia relativa de las familias mas representativas de cada
muestra (%) en organismo con tratamiento de OTC (03).

Heces
Familia CO01F03 CO7F03 L14F03 H21F03 C35F03
Vibrionaceae 18.5 44.4 0.2 11.8 2.1
Flavobacteriaceae 4.2 1.5 1.3 7.4 11.6
Rhodobacteraceae 10.6 0.8 2 17.2 5.9
Alteromonadaceae 0.4 15 0.4 13 8.8
Desulfobacteraceae 25 0.1 3.9 0.4 7.3
Caulobacteraceae 0.5 2.4 25.2 0.2 0.2
Myoviridae 0.1 0.4 0.9 0 0.3
Burkholderiaceae 9.7 3.2 2 5.1 0.5
Prolixibacteraceae 0.1 0 2.1 1.2 2.7
Enterobacteriaceae 5.6 2.6 3 1.1 0.3
Desulfobulbaceae 1.6 0.2 1.9 0.6 2.3
Marinilabiliaceae 0 0 0.3 4.3 4.1
Marinifilaceae 0 0 0.1 0.3 5.3
Colwelliaceae 0.1 0.5 0.1 1.3 0.7
Sedimento
Familia C01S03 C07S03 L.14S03 H21S03 C35S03
Vibrionaceae 0.41 10.11 2.61 1.11 0.92
Flavobacteriaceae 2.32 3.06 12.76 18.37 9.26
Rhodobacteraceae 2.54 1.92 4.07 4.63 2.24
Alteromonadaceae 0.52 16.88 2.88 1.46 3.78
Desulfobacteraceae 6 1.82 5.54 5.29 15.69
Caulobacteraceae 0.39 0.12 0.19 0.14 0.13
Myoviridae 4.27 1.09 2.41 13.65 1.6
Burkholderiaceae 0.91 0.79 0.44 0.33 0.4
Prolixibacteraceae 5 1.37 2.17 2.05 3.57
Enterobacteriaceae 1.07 2.75 0.53 0.57 0.71
Desulfobulbaceae 2.85 1.14 2.07 2.37 2.85
Marinilabiliaceae 0.56 412 1.45 1.27 1.74
Marinifilaceae 0.19 1.78 2.78 3.62 1.9
Colwelliaceae 0.08 9.62 2.24 0.67 0.43
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Cuadro 12. Valores abundancia relativa de las familias mas representativas de cada
muestra (%) en organismo con tratamiento de OTC (10)

Heces
Familia CO1F10 CO7F10 L14F10 H21F10 C35F10
Myoviridae 0 0.6 0 2.2 0.4
Burkholderiaceae 57.9 0.6 10.1 1.1 0.5
Alteromonadaceae 9.6 9.9 15.2 0.7 5.7
Vibrionaceae 3.7 4.2 45.7 0.3 1.3
Desulfobacteraceae 0.1 6.8 0.2 3.5 11.5
Rhodobacteraceae 0.8 3.9 9.1 4.1 7.3
Flavobacteriaceae 0.4 10.5 1.1 1.6 4.3
Desulfovibrionaceae 0 5.1 0.2 0.6 3.6
Desulfobulbaceae 0 1.8 1.1 2.2 2
Marinifilaceae 0 3.5 0 0.1 1.4
Prolixibacteraceae 0 1.6 0.1 2 1.6
Rhodospirillaceae 0.4 0.7 0.2 3.4 1
Caulobacteraceae 0.2 0.1 0.2 10 0.2
Marinilabiliaceae 0 1.4 0.3 0.3 1.8
Sedimento
Familia C01S10 C07S10 L14S10 H21S10 C35S10
Myoviridae 0.5 2.6 9.4 85.6 7.7
Burkholderiaceae 1.1 0.5 0.3 0.1 0.4
Alteromonadaceae 2 16.3 4.5 1.2 5.1
Vibrionaceae 0.7 6 3.4 0.3 1.3
Desulfobacteraceae 4 2.6 5.9 1 10.9
Rhodobacteraceae 4.6 5.3 4 0.8 4.6
Flavobacteriaceae 2.3 3.7 7.6 1.7 4.9
Desulfovibrionaceae 0.7 0.9 2.1 0.2 3
Desulfobulbaceae 2.2 1.8 3.2 0.3 1.7
Marinifilaceae 0.2 0.5 7.3 0.8 2
Prolixibacteraceae 3.2 1.4 3 0.4 2
Rhodospirillaceae 3.6 1.6 1.1 0.1 0.8
Caulobacteraceae 0.6 0.2 0.1 0 0.2
Marinilabiliaceae 0.5 1.3 2.6 0.6 2.1
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Figura 21. Imagen virtual extraida de Anvio7 donde se encuentran indicados los splits con los
nimeros KO (Kegg) correspondientes a los genes de resistencia a tetraciclina y oxitetraciclina en
las diferentes muestras de heces y sedimento de uno de los organismos.

Dentro de las especies identificadas con presencia de genes de resistencia a tetraciclinas en esta
unidad experimental se encuentran Burkholderia cepacia con los genes tetA y tetR, Vibrio

parahaemolyticus con los genes tetR y tet35, Agarivorans gilvus con el gen tet35 y Dysgonomonas

gadei con el gen tetM.
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Cuadro 13. Especies identificadas con genes de resistencia a

tetraciclinas

.Especie Genes  Tratamiento Organismo
Pseudoalteromonas spongiae tet35 Control 1
Pseudodesulfovibrio piezophilus tet35 Control 1
Agarivorans gilvus tet35 Control 1
Bacteroides coprosuis tetM Control 1
Agarivorans gilvus tet35 Control 13
Burkholderia cepacia tetR Control 13
Burkholderia cepacia tetA, tetR  Antibidtico 10
Vibrio parahaemolyticus tetR, tet35 Antibidtico 10
Agarivorans gilvus tet35 Antibidtico 10
Dysgonomonas gadei tetM Antibiotico 10
Burkholderia cepacia tetA Antibiotico 3
Agarivorans gilvus tet35 Antibiotico 3
Ahcromobacter arsenitoxydans tetR Antibiotico 3

6.8. Genes de Multiresistencia

6.8.1. Organismos Control

En cuanto a los genes multirresistentes encontrados en las muestras de heces (Figura 24), se

encontraron genes de resistencia que codifican para bombas de eflujo en la microbiota intestinal

inicial de Penaeus vannamei, en los organismos control se identificaron las siguientes bombas de
eflujo: MexAB-OprM, MexEF-OprN, MexJK-OprM, MexXY-OprM, MexPQ-OpmE, AdeABC,
AcrEF-TolC, MdtEF-TolC y BpeEF-OprC, en el caso de las muestras de sedimento (Figura 25) de
este organismo se identificaron las bombas MexAB-OprM, MexJK-OprM, MexXY-OprM vy
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MexPQ-OpmE.

En los sistemas control se identificaron las bombas de eflujo MexAB-OprM y BpeEF-OprC en
Agarivorans gilvus, y también se identifico la bomba MdtEF-TolC en las especies Vibrio tubiashii
y Pseudoalteromonas spongiae.

6.8.2. Organismos Expuestos a OTC

Las bombas de eflujo identificadas en los sistemas con tratamiento de OTC (Figura 24) fueron
MexAB-OprM, MexEF-OprN, MexPQ-OpmE, AdeABC, AcrEF-TolC, MdtEF-TolC y BpeEF-
OprC, una vez que los organismos fueron expuestos a antibidtico se identificaron las siguientes
bombas de eflujo en la microbiota intestinal: MexEF-OprN, MexPQ-OpmE y BpeEF-OprC, la
comunidad bacteriana estuvo dos semanas en ausencia de la presion de seleccion y las bombas de
eflujo que mostraron una disminucion en su abundancia relativa fueron MexEF-OprN, MexPQ-
OpmE, AdeABC y BpeEF-OprC.

En cuanto a las muestras de sedimento (Figura 25) no se detectaron bombas de eflujo en la
microbiota inicial, sin embargo, en el muestreo del dia siete, momento justo antes de iniciar la
exposicion a OTC se detectaron MexAB-OprM, MexEF-OprN, MexPQ-OpmE, AdeABC, AcrEF-
TolC, MdtEF-TolC y BpeEF-OprC, una vez expuesto el sedimento a la presencia de oxitetraciclina
solamente dos bombas incrementaron su abundancia relativa: MexJK-OprM y MexXY-OprM.

Se encontro el mecanismo MexAB-OprM en la especie Bradyrhizobium erythrophlei, la bomba de
eflujo MexPQ-OpmE en Caballeronia sordidicola y en Burkholderia cenocepacia el mecanismo
BpeEF-OprC., se encontraron los mecanismos de resistencia MexAB-OprM, MexEF-OprN y
MdtEF-TolC en la especie Vibrio parahaemolyticus (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Especies identificadas con genes para bombas de eflujo multiresistentes

Especie Genes Tratamiento Organismo
Agarivorans gilvus MexAB-OprM, BpeEF-OprC Control 1
Vibrio tubiashii MdtEF-TolC Control 1
Pseudoalteromonas spongiae MdtEF-TolC Control 1
Agarivorans gilvus MexAB-OprM, BpeEF-OprC Control 13
Vibrio parahaemolyticus MexAB-OprM, MexEF-OprN, MdtEF-TolC  Antibiédtico 10
Bradyrhizobium erythrophlei MexAB-OprM Antibiotico 3
Caballeronia sordidicola MexPQ-OpmE Antibidtico 3
Burkholderia cenocepacia BpeEF-OprC Antibidtico 3
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Genes de resistencia tet en muestras de heces

: 3 5 £ 8

Dia 01 Camardn 01 (Control)

Dia 01 Camaron 13 (Control)
Dia 35 Camarodn 13 (Control)

Dia 01 Camaron 03 (OTC)
Dia 01 Camaron 10 (OTC)

Dia 14 Camaron 03 (OTC)
Dia 07 Camardn 13 (Control)
Dia 21 Camardn 13 (Control)
Dia 35 Camaron 01 (Control)
Dia 21 Camardn 01 (Control)
Dia 07 Camaron 03 (OTC)
Dia 21 Camaron 10 (OTC)

Dia 07 Camardn 01 (Control)
Dia 07 Camaron 10 (OTC)

Dia 14 Camaron 01 (Control)

Dia 35 Camaron 10 (OTC)
Dia 35 Camaron 03 (OTC)

Dia 14 Camaron 13 (Control)

Dia 14 Camaron 10 (OTC)
Dia 21 Camaron 03 (OTC)

03
0.25
0.2
015
0.1

0.05

Figura 22. Genes de resistencia a tetraciclinas identificados en muestras de heces de Penaeus vannamei a lo largo del tratamiento, el

cddigo de las muestras se conforma de tiempo_organismo
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Genes de resistencia tet en muestras de sedimento

Dia 21 Camaroén 10 (OTC)

0.7
Dia 14 Camardn 01 (Control) 0.6
Dia 35 Camarén 03 (OTC)
Dia 14 Camarén 10 (OTC) 0s
Dia 35 Camarén 10 (OTC) 0.4
Dia 21 Camarén 01 (Control) s
Dia 07 Camaroén 13 (Control) 02
Dia 14 Camarén 03 (OTC) 0.1
Dia 01 Camarén 03 (OTC) 0
Dia 01 Camardn 13 (Control)
Dia 01 Camardn 01 (Control)
Dia 01 Camaron 10 (OTC)

Dia 14 Camaroén 13 (Control)
Dia 21 Camardn 13 (Control)
Dia 21 Camaron 03 (OTC)
Dia 07 Camaron 10 (OTC)
Dia 07 Camaron 01 (Control)

Dia 07 Camarén 03 (OTC)

Dia 35 Camaron 13 (Control)
Dia 35 Camaron 01 (Control)

s

&

Figura 23. Genes de resistencia a tetraciclinas identificados en muestras de sedimento de Penaeus vannamei a lo largo del tratamiento,
el codigo de las muestras se conforma de tiempo_organismo
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Figura 24. Bombas de eflujo identificadas en muestras de heces de Penaeus vannamei a lo largo del tratamiento, el codigo de las
muestras se conforma de tiempo_organismo
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Genes multiresistentes en muestras de sedimento
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Figura 25. Bombas de eflujo identificadas en muestras de sedimento de Penaeus vannamei a lo largo del tratamiento, el codigo de las
muestras se conforma de tiempo_organismo
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7. DISCUSIONES

En el presente trabajo se caracterizo la estructura taxonémica de la microbiota intestinal de
Penaeus vannamei asi como de sedimento estuarino expuesto a dos diferentes concentraciones de
oxitetraciclina, también se observo la recuperacion que tuvo la comunidad bacteriana posterior a
la exposicion, asi como el aumento o disminucidn de la abundancia relativa de genes de resistencia
a tetraciclinas y otros genes de multiresistencia.

Las familias que se encontraron en mayor abundancia en las muestras de contenido intestinal inicial
en los organismos fueron Alteromonadaceae y Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae,
Roseobacteraceae y Lewinellaceae, otros estudios han reportado la presencia las familias
Pseudoalteromonadaceae y Vibrionaceae (Tuyub et al., 2014; Enciso 2016) familias que también
fueron identificadas en la microbiota de Penaeus vannamei en este estudio en abundancias
menores, Enciso (2016) relaciona en su analisis la presencia de la familia Pseudoalteromonadaceae
con el uso de sedimento en el bioensayo.

Los phyla de mayor abundancia inicial fueron Proteobacteria, Bacteroidetes y Pseudomonadota,
dichos resultados coinciden con lo descrito por Gomez et al., (2017) quién menciona que
Proteobacteria seguido de Firmicutes, Fusobacteria y Bacteroidetes son los phyla dominantes en
organismos acuaticos como peces, sin embargo, es importante recordar que la microbiota de los
organismos acuaticos se ve afectada por varios factores ambientales como el agua, el pH y la
alimentacion (Tuyub et al., 2014; Enciso, 2016; Gomez et al., 2017; Li et al., 2018).

El seguimiento de los organismos fue individual, lo que hace posible observar tanto similitudes
como diferencias entre los sistemas, el comportamiento de la comunidad bacteriana tiene algunos
cambios dependiendo del sistema a pesar de que el bioensayo tenga las mismas condiciones
ambientales como temperatura, cantidad de agua de recambio, capacidad del tanque, oxigenacion,
etc., esto puede deberse a factores intrinsecos ya sea del organismo o bien del propio sistema, tales
como el estrés, la movilidad, la cantidad de ingesta de alimento la temperatura y los componentes
de la dieta (Enciso, 2016; Gomez et al., 2017; Xie. et al., 2019).

Dentro de las familias con mayor abundancia que coincidieron se encuentran las familias
Alteromonadaceae, Flavobacteriaceae y Vibrionaceae, también se identificaron las familias

Burkholderiaceae y Rhodobacteraceae quienes pertenecen al filo Proteobacteria, Zhao et al.,
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(2022) en un anélisis de muestras de agua y sedimento de unidades de desarrollo de Penaeus
vannamei mencionan al phylum Proteobacteria como el de mayor abundancia en las muestras tanto
de agua como de sedimento, seguido de otros phyla como Cyanobacteria, Actinobacteria,
Chloroflexi, Verrumicrobia, Bacteroidetes, Euryarchaeota, Planctomycetes, Firmicutes y
Spirochaetes, phyla que coincide con la taxonomia identificada en la microbiota inicial del
organismo.

En este estudio las muestras de sedimento inicial se vieron dominadas por las familias Myoviridae,
Rhodobacteraceae y Prolixibacteraceae, Myoviridae es una familia de virus que infecta
procariotas, es coincidente que este tipo de familias se encuentren en muestras como las
recolectadas en el estero del Yugo en Mazatlan, Sinaloa ya que los virus son las entidades
bioldgicas de mayor abundancia en el océano y sobre todo aquellos que se encuentran en los
sedimentos son especialmente abundantes ademas de ser potenciales reservorios de genes de
resistencia a antibioticos en ambientes acuaticos (Liu et al., 2022; Lekunberri et al., 2017), dentro
de esta familia de fagos se encuentran algunos géneros que funcionan como transductores y son
especificos para bacterias como Pseudomonas, Mycobacteria, Halobacteria, Bacillus,
Lactobacillus entre otros y son ampliamente encontrados en agua y suelos ya que tienen una
distribucion global (Myoviridae, 2012; Lekunberri et al., 2017).

La microbiota intestinal después de haber sido expuesta a la primera dieta con oxitetraciclina fue
dominada por las familias Caulobacteraceae, Alteromonadaceae y Vibrionaceae, lo cual indica
una probable resistencia a la oxitetraciclina en estos taxones, la familia Caulobacteraceae ha sido
reportada como resistente a antibiéticos por su capacidad de producir biofilms (Zhang et al., 2019)
los cuales se definen como una comunidad microbiana, tanto monomicrobiana como
polimicrobiana, embebida en una matriz extracelular producida por el propio microorganismo que,
por lo general, se encuentra adherida a una superficie (Tahis, 2020). Alteromonadaceae es una
familia del phylum Proteobacteria el cual ha sido reportado como dominante durante largos
periodo de estrés por OTC (Zhang et al., 2022) y la familia Vibrionaceae a través de los afios
debido quiza al excesivo uso de antibi6ticos ha aumentado su resistencia a un gran nimero de
antibioticos (Look et al., 2020).

Especies como Vibrio parahaemolyticus han sido detectadas con resistencia antibidtica en paises
como Corea, China, Malasia e India provenientes de muestras principalmente aisladas de mariscos,

estuarios y regiones costeras, todas ellas zonas afectadas por la actividad antropogénica
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(Letchumanan et al., 2015; Loo et al., 2020).

Algunas de las familias que no presentaron genes de resistencia en la primera concentracion de
oxitetraciclina fueron Rubrobacteraceae y Desulfobacteraceae quienes disminuyeron su
abundancia relativa una vez fueron expuestas al antibiotico a pesar de por ejemplo la familia
Rubrobacteraceae ser considerara una familia extreméfila que ha sido aislada de zonas profundas
del oceéano indico y que por sus cualidades pareciera ser resistente a presiones de seleccién
extremas (Chen et al.,, 2018). La presencia de familias como Rubrobacteraceae en la microbiota
de Penaeus vannamei coincide con lo descrito por Enciso (2016), Gomez et al., (2017) y Xie et al.,
(2019) quienes mencionan que las condiciones medioambientales influyen en la composicion de la
microbiota de los organismos acuaticos como es el caso del camaron blanco del Pacifico, esto
debido a que que dicha familia fue identificada en la microbiota inicial del sedimento, por lo tanto
existié interaccion entre la microbiota del sedimento y la microbiota intestinal del organismo.

En el caso de la comunidad bacteriana en el sedimento se pudo observar que posterior al primer
tratamiento con oxitetraciclina la comunidad fue dominada por las familias Flavobacteriaceae,
Desulfobacteraceae, Myoviridae y Marinifilaceae, géneros Desulfobacter de la familia
Desulfobacteraceae han sido identificados como resistentes a antibidticos en unidades
experimentales y de produccidon de pepino de mar (Ye et al., 2020), este tipo de organismos al igual
que Penaeus vannamei es bentonico, es decir lleva a cabo la mayoria de sus actividades en el suelo
marino, es interesante observar como en este punto la familia Desulfobacteraceae disminuye su
abundancia relativa en las muestras intestinales pero hizo lo opuesto en las muestras de sedimento
soportando la presion de seleccidn generada por el antibidtico, también es interesante que la familia
de virus Myoviridae incremento su abundancia con la presencia de OTC, la familia de bacteriofagos
Myoviridae podria estar siendo subestimada respecto a su capacidad de contribuir a la resistencia
antibidtica en comunidades bacterianas de sedimento ya que pueden ser agentes méviles para la
diseminacion de la resistencia antibiotica (Subirats et al., 2016; Zhang et al., 2022) por otra parte
no se han reportado genes de resistencia a oxitetraciclina o tetraciclinas en general en la familia
Marinifilaceae.

Una vez que los organismos fueron expuestos a una mayor concentracion de antibiotico la
abundancia relativa de muchos taxones disminuy0, sin embargo, algunas familias mostraron una
alta persistencia en el ambiente a pesar de la exposicion a una concentracion alta de OTC en el

alimento de 15 mg/g de alimento, las familias que mostraron este comportamiento principalmente
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fueron Caulobacteraceae, Vibrionaceae, Rhodobacteraceae y Alteromonadaceae.

Los resultados coinciden con lo reportado por Loo y colaboradores (2020) quienes mencionan alta
resistencia en cepas provenientes de dichas familias, por otra parte, el sedimento mostré una
dominancia considerable (més del 80%) de una familia: Myoviridae, para este punto es muy notorio
que posiblemente esta familia de virus estuvo actuando como un potencial “medio de transporte”
para los genes de resistencia durante la presion de seleccidon generada por el antibidtico, ya que
dentro de esta familia existen especies de bacteriéfagos que podrian ser potenciales reservorios de
genes de resistencia para oxitetraciclina (Subirats et al., 2016; Su et al., 2022, Zhang et al., 2022).
Posterior a la exposicion del antibiotico la microbiota intestinal tuvo un tiempo de recuperacion
que constd de quince dias, durante este tiempo de recuperacion las familias Flavobacteriaceae,
Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae y Rhodobacteraceae tuvieron un incremento en su
abundancia relativa, lo que indica que una vez fue retirada la presion de seleccién estos taxones
fueron capaces de recuperarse y volvieron a valores cercanos en su estado inicial sin exposicion a
antibiotico, en contraste con Almeida y colaboradores (2021) quienes mencionan una disminucion
en la abundancia relativa de generos asociados a Rhodobacteraceae y Proteobacteria en periodos
post exposicién de antibiético. En cuanto al sedimento durante el periodo de recuperacion las
familias que tuvieron una recuperacion en su abundancia relativa fueron Alteromonadaceae,
Desulfobacteraceae, Prolixibacteraceae, Rhodobacteraceae, Flavobacteriaceae vy
Desulfovibrionaceae, sin embargo, solamente Rhodobacteraceae y Prolixibacteraceae volvieron
a presentar dominancia como al inicio del bioensayo.

Una vez que los organismos fueron expuestos a oxitetraciclina algunas especies como
Brevundimonas nasdae, Agarivorans gilvus y Vibrio parahaemolyticus incrementaron su
abundancia relativa en la microbiota intestinal, posiblemente por su capacidad de producir biofilms,
por lo que tuvieron persistencia en el medio a pesar del tratamiento con oxitetraciclina en estas
concentraciones, las bacterias gram negativas como Brevundimonas nasdae son bacterias que se
estan convirtiendo en preocupantes para Nn0socomios ya que son patégenos oportunistas y una causa
comun de infecciones en hospitales, otras especies de Brevundimonas tales como Brevundimonas
vesicularis y Brevundimonas diminuta han sido asociadas a resistencia a antibioticos como
ampicilina, gentamicina, kanamicina y tetraciclinas (Ryan y Pembroke, 2018).

También ya han sido reportados casos donde Vibrio parahaemolyticus presenta resistencia

antibidtica (Loo et al., 2020, Letchumanan et al., 2015), en el presente estudio se identificaron los
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genes de resistencia tet35 y tetR especificos para tetraciclina, a la vez que se identificaron las
bombas de eflujo MexAB-OprM, MexEF-OprN y MdtEF-TolC en Vibrio parahaemolyticus, el gen
tet35 ya ha sido identificado previamente en esta especie (Kanrar y Dhar, 2018) por lo que al
parecer podria este ser un gen propio de la especie y que incrementa su abundancia relativa con la
presién de seleccion por el antibiético al igual que pasa con el gen tetR.

El género Vibrio constituye parte de la microbiota natural de organismos silvestres y cultivados y
se convierte en un patdgeno oportunista cuando el sistema inmune del organismo se encuentra
deprimido, por lo que es capaz de generar Vibriosis (Brock y Lightner 1990; Santiago et al., 2009)
o0 enfermedades como el Bright red syndrome provocado por la especie Vibrio harveyi y que ha
demostrado resistencia a ampicilina, ,cerbenicilina y oxitetraciclina (Soto-Rodriguez et al., 2012)
por lo tanto es comun que las concentraciones de antibidtico tienden a ser mas altas para que los
tratamientos sean efectivos provocando asi la posible presencia de genes de resistencia a la
oxitetraciclina como el gen tet35 y el gen tetR es por ello que vendria bien el utilizar antibioticos
de nuevas generaciones para lograr evitar perdidas en los cultivos de Penaeus vannamei.

Por otra parte Vibrio parahaemolyticus también es un patdgeno oportunista para el ser humano ya
que puede causar gastroenterititis en las personas que han consumido mariscos o pescados
contaminados, en este caso las personas generalmente sélo contraen un malestar ligero o moderado,
aunque algunas pueden enfermarse hasta el punto de ser hospitalizadas, se ha reportado en términos
generales, que Vibrio parahaemolyticus es susceptible a tetraciclina, doxiciclina, furazolidona,
cotrimoxazol, cloranfenicol, cefalosporinas de tercera generacion, aminoglucésidos y quinolona;
sin embargo otros estudios han reportado resistencia a ampicilina, carbinecilina y baja
susceptibilidad a oxitetraciclina debido a la presencia de genes de resistencia a tetraciclinas ya que
este tipo de especies han generado resistencia antibiotica, siendo el principal factor la actividad
antropogénica (Diaz y Valerio, 2002; Dabanch et al., 2009; Soto-Rodriguez et al., 2019; Lu et al.,
2021).

En el presente estudio también se encontrd el gen tet35 en Pseudoalteromonas spongiae y
Pseudodesulfovibrio piezophilus quienes son parte del phylum Proteobacteria (Almeida et al.,
2021; He et al., 2022), dicho phylum ha sido asociado ampliamente a la resistencia antibiotica y a
la persistencia a tratamientos con oxitetraciclina, de igual forma el gen tet35 se encontrd en la
especie Agarivorans gilvus quien pertenece al phylum Pseudomonadota que es un sinénimo de

proteobacteria, sin embargo el nombre ha tenido cambios desde el afio 2021, de igual forma el
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phylum ha sido asociado a resistencia antibiotica, sin embargo no habian sido reportados genes de
resistencia a tetraciclinas en esta especie (Oliver et al., 2022).

En las muestras de sedimento la especie que mayor niumero de genes de resistencia antibiotica
presento fue Agarivorans gilvus, debido a que incremento su abundancia relativa a pesar de los
dos periodos de exposicion a oxitetraciclina ademas de haberse identicado genes de resistencia a
tetraciclinas y otras bombas de eflujo como MexAB-OprM y BpeEF-OprC asociados a esta especie,
Agarivorans gilvus no forma esporas y fue aislada por primera vez de algas marinas de la costa de
Weihai, China y tiene un 96.1% de similaridad con Agarivorans albus (Du et al., 2011), la
presencia de esta especie coincide en las muestras de sedimento coincide con lo encontrado en las
muestras de contenido intestinal por lo que existio interaccion entre la comunidad bacteriana del
sedimento con la comunidad presente en el intestino de los organismos (Enciso, 2016; Gomez et
al., 2017; Almeida et al., 2021).

Otra de las especies en la que se identificaron genes de resistencia a tetraciclinas fue Burkholderia
cepacia, en esta especie se encontraron los genes tetA y tetR, esta especie de Burkholderia ha sido
relacionado con resistencia a tetraciclinas (Ryan y Pembroke, 2018; Kwayess et al., 2022).

De igual forma se identifico el gen tetM en Dysgonomonas gadei y Bacteroides coprosuis, se han
reportado otras especies de Dysgonomonas asociadas a resistencia antibiotica en pacientes con
diabetes y problemas en los rifiones (Gao et al., 2022), a pesar de ser matrices completamente
distintas (sedimento — sangre) es importante prestar atencion a aquellas especies que pueden ser
patogenas oportunistas para el ser humano.

Otra de las especies en la que fue identificado el gen de resistencia a tetraciclinas tetR fue en
Achromobacter arsenitoxydans, las especies de Achromobacter estdn siendo cada vez mas
comunes en pacientes con fibrosis quistica y estos patogenos estan asociados a resistencia
antibidtica y mas problemas de salud (Gabrielaite et al., 2021), el incrementar las concentraciones
de antibidticos como oxitetraciclina y/o exceder del periodo de los periodos de tratamiento
sugeridos en unidades de produccion de produccion acuicola son factores que incrementan y
provocan la persistencia de especies resistentes a antibidticos que se pueden convertir en patégenos

oportunistas para el ser humano.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos la hipotesis no se rechaza, ya que el uso de la
oxitetraciclina alter6 la microbiota tanto intestinal como la del sedimento circundante y favorecié
miembros de los phyla Proteobaceria y Bacteroidetes, sin embargo no favorecio a miembros de la
familia Firmicutes, ademas se incrementd la abundancia relativa de genes de resistencia a
tetraciclinas, como el gen tetM de proteccion ribosomal, ademas del incremento de otros
mecanismos de multi resistencia, la microbiota no regresé en su totalidad a un estado inicial sin
embargo hubo recuperacién en algunas familias bacterianas al eliminar la presion de seleccion por
la OTC y una disminucion en la abundancia relativa de algunos genes de resistencia al eliminar
OTC de la dieta.

La microbiota intestinal de Penaeus vannamei fue dominada por especies pertenecientes a las
familias Alteromonadaceae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae, Roseobacteraceae y
Lewinellaceae mientras que las familias que dominaron la microbiota del sedimento fueron
Myoviridae, Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae y Alteromonadaceae, existiendo interaccion
entre la comunidad establecida en el sedimento con la que se establecid en los intestinos de los
organismaos.

Se encontr6 que durante la exposicion al antibidtico las familias que se vieron favorecidas debido
posiblemente a su capacidad de resistencia fueron Caulobacteraceae, Alteromonadaceae,
Rhodobacteraceae y Vibrionaceae en las muestras de contenido intestinal, mientras que en las
muestras de sedimento fueron Flavobacteriaceae, Desulfobacteraceae, Myoviridae vy
Marinifilaceae.

Se observé que las familias bacterianas en las muestras de heces que mostraron una recuperacion
una vez se retird la presion de seleccion del dia veintiuno y hasta el dia treinta y cinco fueron
Flavobacteriaceae, Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae y Rhodobacteraceae, mientras que las
gue mostraron una recuperacion en su abundancia relativa en las muestras de sedimento fueron
Alteromonadaceae, Desulfobacteraceae, Prolixibacteraceae, Rhodobacteraceae,
Flavobacteriaceae y Desulfovibrionaceae.

Se encontraron los genes de resistencia MdtEF-TolC, MexEF-OprN y MexAB-OprM asociados a

Vibrio parahaemolyticus en el resistoma de organismos Penaeus vannamei silvestres previo a la
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exposicion a antibidticos, por lo cual existian mecanismos de resistencia antibidtica antes de la
exposicion a oxitetraciclina derivado probablemente de la actividad antropogenica o bien pudieran
formar parte del resistoma de esta especie.

Se encontré multiresistencia principalmente en las especies Agarivorans gilvus y Vibrio
parahaemolyticus, la especie de Vibrio ya habia sido reportada previamente como resistente a
antibidticos incluidas las tetraciclinas sin embargo en Agarivorans gilvus no han sido reportados
genes de resistencia a tetraciclinas.

A pesar de que la oxitetraciclina es un antibidtico sensible a varias condiciones ambientales como
el pH, la luz y ademés de tener una alta solubilidad, fue posible encontrar concentraciones
biodisponibles en condiciones controladas en el sedimento aun después de un periodo de 14 dias

sin exposicion al antibidtico y con recambios de agua constantes.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar la investigacion con distintas concentraciones de oxitetraciclina o
bien el uso de otros antibioticos, asi como distintas combinaciones de tratamientos, ya que los
genes de resistencia pudieran ser distintos al combinar el tratamiento con otros compuestos.
También utilizar distintas concentraciones poblacionales, ya que la microbiota tanto intestinal
como del sedimento puede verse influenciada por la cantidad de organismos y la competitividad
por el alimento.

Estudiar la expresion de genes de resistencia en momentos especificos de los tratamientos con
antibiotico.

Analizar la relacion entre la concentracion de antibidtico disponible en el sistema con la abundancia
relativa de genes de resistencia.

Hacer un estudio de la influencia de los elementos genéticos maviles en la resistencia antibiotica
bajo estas y méas condiciones ambientales.

Utilizar otros organismos modelo para analizar las diferencias en la composicion de la microbiota

expuesta a antibidticos entre organismos bentdnicos y pelégicos.
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11. ANEXOS

11.1. Preparacion del Alimento.

El procedimiento para elaborar el alimento para camaron de acuerdo a Arriaga, D. et al., (2021).

V.
VI.

Se mezclaron los macroingredientes en un mezclador tipo Hobart (modelo AT-200, Troy,
OH, USA) y los microingredientes se afiadieron después.

El aceite de pescado y la lectina de soya se afiadieron hasta que se obtuvo una mezcla
homogénea.

Se peletizd en un Twin-screw extruder (modelo TSE 20/40, Brabender ® GmbH &
Co.KG, Alemania) bajo las siguientes condiciones 30, 50, 70, 100, 100, 100 °C para cada
etapa con una presion de 3.3-5.0 bar.

Los pellets se secaron con aire a 30°C durante 12 horas y se cortaron manualmente para
dar un grosor aproximado de 2.5mm.

Se tamizo para remover las particulas finas.

Se almacenaron en contenedores herméticos a 4°C hasta su uso.

El antibidtico utilizado para la elaboracion de la dieta fue Oxi — plus en polvo.

11.2. Extraccion de ADN.

Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL.

Se agregaron 480 uL de EDTA 0.5 My 120 pL de lisozima, se incubd a 37°C por 30 min,
posteriormente se centrifugd por 2 min a 15,000 rpm, una vez realizado lo anterior se tird
el sobrenadante.

Se agregaron 350 pL de buffer CTAB a cada tubo, después, se agregaron 20 pL de
proteinasa K en una concentracion de 20 mg/mL y se agito brevemente.

Se colocaron los tubos en un termoblock a 55°C hasta que el tejido estuvo lo
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VI.

VII.

VIIL.

XI.

XII.

suficientemente digerido, en el caso de las muestras de sedimento cada 30 minutos se
estuvo macerando el contenido con un pistilo estéril para desintegrar la materia organica
que pudiera estar presente.

Se agregaron 300 pL de LiCl 5M, 5 pL de RNAsa y se agit6 por un minuto;
posteriormente, se agregaron 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se agit6
brevemente.

La mezcla se agit6 durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd
a 13,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

Se extrajeron 500 pL de la capa acuosa (parte superior) del centrifugado y se transfirieron
a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL.

Se afadieron 50 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1 mL de Etanol 100% frio; se agito
y coloco a -20°C por 1 hora aproximadamente.

Se centrifugd durante 20 min a 13,000 rpm a 4°C y se retird el sobrenadante
cuidadosamente para no perder el ADN sedimentado.

Se agregaron 750 pL de etanol al 70%, se agitd por 15 min a temperatura ambiente,
enseguida se centrifugd a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a temperatura
ambiente y se retir6 el sobrenadante por decantacion.

Se dejo secar el pellet de ADN en campana de flujo laminar, una vez seco, se afiadieron
20 pL de agua de estéril para re-suspender el pellet.

Se guardaron las muestras a -20°C.

11.3. Preparacion de librerias

Protocolo para la preparacion de librerias en la plataforma IlluminaMiniseq de acuerdo a Enciso,

J. (2019)

Se utiliz6 tagmentacién, esta técnica utiliza para hacer cortes al azar en el ADN al tiempo que se

afiaden los adaptadores el resto del adaptador e indices (1(i7) y 2(i5)) se afiade por PCR de ciclos

limitados (18 ciclos).

1. Se ajustd el ADN a una concentracion de 2 ng/uL
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2. Se agreg6 a un tubo de PCR 2.5 pL de Tagment DNA Buffer (TD) y 2 uL del ADN ajustado
a2 ng/uL

3. Homogeneizar por pipeteo.

4. Se le afiadiol pL de Amplicon Tagment Mix (ATM), se mezcl6 por pipeteo y se centrifugo
a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto

5. Se ejecuto el siguiente programa de PCR: 55°C por 5 minutos, mantener 10°C.

6. Se detuvo la reaccion al agregar se agregd 1 uL de Neutralize tagment buffer (NT) o 5
minutos en hielo, posteriormente se centrifugo a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto e incubo
a temperatura ambiente por 5 minutos.

7. Para la indexacion Se agregaron 1.7 pL de cada indice y 3 pL de master mix NPM, se mezclé
por pipeteo, posteriormente se centrifugaron a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto.

8. Se ejecuto el programa de PCR: 72°C por 3 minutos, 95°C por 30 segundos (s), 18 ciclos de:
95°C por 10 s, 55°C por 30 s, 72°C por 30 s y se mantuvo a 10°C.

9. Se utilizaron las Ampure XP beads se usaron a temperatura ambiente y se les dio vértex por
30 s para resuspederlas.

10. Se agregaron 0.6 pL de perlas Ampure XP beads por cada pL de muestra tagmentada que
se tenia, con la finalidad de obtener fragmentos >300 pb.

11. Se mezcld lentamente por unas 10 veces aproximadamente e incubaron por 5 minutos a
temperatura ambiente. Los tubos se colocaron en la gradilla magnética por 2 minutos o hasta
que aclaro la solucién, sin sacar el tubo de la gradilla, se retir6 el sobrenadante de cada tubo
con la micropipeta cuidando de no tocar las perlas magnéticas.

12. Se hizo un lavado con 200 uL etanol frio al 80% (recién preparado) se incub6 por 30 s 0
hasta que la solucion se aclard y el sobrenadante (etanol) se retiré con micropipeta.

13. Lostubos se dejaron descubierto de 8 a 10 minutos para que se volatizara el etanol, después
se adicionaron 15 pL de Tris 10 Mm pH 8 o agua libre de nucleasas a cada tubo y se mezcl6
10 veces aproximadamente para resuspender la muestra.

14. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 2 minutos, se colocaron los tubos
nuevamente en la gradilla magnética por 2 minutos o hasta que se aclaré la muestra.
Posteriormente, se transfirieron 14 pL del sobrenadante a un tubo limpio de 0.2 mL y
almaceno a 4°C.

15. El producto final del purificado se visualizd en un gel de agarosa al 1%.
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16. Para la normalizacion de las muestras, se calculd la concentracion nanomolar (nM) basado
en el tamafio de los amplicones de ADN con la siguiente formula: Las bibliotecas se
diluyeron (utilizando buffer de resuspension RSB, Tris 10 mM pH 8.5 o agua libre de
nucleasas) a 10 nM.

17. Se tomaron 5 pul de ADN diluido a 10 nM de cada biblioteca, las bibliotecas se agruparon
con indices Unicos dependiendo del tamarfio de las librerias y por ultimo mezclar. El pool
purificado se usé (utilizando buffer de resuspension RSB, Tris 10 mM pH 8.5 o agua libre
de nucleasas) a 4 nM.

18. Para la desnaturalizacion final de la libreria las bibliotecas agrupadas se desnaturalizaron
con NaOH 0.2 N (recién preparado), a la siguiente proporcién: 5 pl del pool purificado a una
concentracion de 4 nM y 5 pl de NaOH 0.2 N, se mezcl6 la solucion mediante vortex y
centrifugo a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto.

19. Durante 5 minutos se incubd a temperatura ambiente, con el fin de desnaturalizar el ADN
a hebras simples. La biblioteca desnaturalizada se prepard a 20 pM de la siguiente manera:
10 pl de ADN desnaturalizado mas 990 pl del Buffer de hibridacion HT1 (previamente
descongelado). EI ADN desnaturalizado a 20 pM se colocd en hielo hasta que esté listo para
proceder a la dilucion final.

20. La biblioteca Phix se prepar0 a 4 nM, se combinaron los siguientes volumenes: 2 pl de
control Phix 10 nM mas 3 pl de agua libre de nucleasas. Para desnaturalizar el control PhiX
4 nM con NaOH 0.2 N, se siguid la siguiente proporcion: 5 pl de control Phix 4 nM con 5 pl
de NaOH 0.2 N, se homogenizo la solucion mediante voértex, para centrifugarlos a 280
fuerzas-g (RCF) por 1 minuto.

21. Para desnaturalizar la biblioteca y convertirlas en hebras simples se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente.

22. La biblioteca desnaturalizada del control Phix se prepar6 a 20 pM de la siguiente manera:
10 pl del control PhiX desnaturalizado se mezclo con 990 pl del Buffer de hibridacion HT1
(previamente descongelado). EI ADN desnaturalizado a 20 pM se coloco en hielo hasta que
esté listo para proceder a la dilucién final.

23. Una vez que se tienen las bibliotecas y el control PhiX desnaturalizados y a 20 pM, se
procedio a realizar la combinacion, los voliumenes que se adicionen de cada biblioteca

dependeran de las necesidades de cobertura
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24. Una vez combinadas las bibliotecas, se diluy6 el pool final de 20 pM a 2 pM, para obtener
la concentracion deseada se combinan los siguientes volumenes: 60 pul de pool final a 20 pM
con 540 ul de buffer de hibridacion HT1, el pool final se coloca en hielo hasta que esté listo,
para proceder con la desnaturalizacién por calor.

25. La desnaturalizacion térmica se realizé antes de cargar la biblioteca en el cartucho de
reactivo del Miniseq, con la finalidad de asegurar una carga eficiente en la celda de flujo.
Siguiendo el protocolo que se describe a continuacion: El pool final se incubo a 96°C durante
2 minutos. Después de la incubacion, el tubo se invirti6 1 o 2 veces para mezclar,
posteriormente se coloco el tubo en agua con hielo por 5 minutos. Para finalizar se cargaron

500 pl del pool final en el cartucho de reactivo del Miniseq.
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