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RESUMEN

Los genes de resistencia a antibioticos (ARGS) son contaminantes emergentes que se
encuentran presentes en diversos entornos ambientales, como en los manglares.
Estos son ecosistemas que poseen caracteristicas distintivas que hacen posible la
presencia de comunidades microbianas particulares, como resultado de actividades
antropogénicas. Los estudios sobre la presencia y dispersion de estos genes en los
manglares son necesarios para poder evaluar el impacto de las actividades humanas
en la integridad de dichos ecosistemas y la creacién de estrategias para su
conservacion, asi como estrategias de salud publica. Por lo tanto, este proyecto tiene
como objetivo comparar la presencia de genes de resistencia a antibioticos e
integrones, en bacterias y sedimentos de un sitio conservado y otro perturbado con 5
subsitios de cada uno, de un manglar de Baja California Sur, por medio de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa convencional (PCR).

Se examino la presencia del integrén clase 1 (intl) y varios ARGs (sull, sul2, gnrS,
blaCTX-M, blaKPC, blaVIM, blaNDM, tetA, vanA) en 30 muestras de sedimento y en
113 cepas multirresistentes aisladas de los mismos sitios. La abundancia del gen
blakPC fue la mas baja en sedimentos con porcentajes de 3% y 8% en sitio
conservado y perturbado respectivamente y en cepas bacterianas con 0% en el sitio
perturbado y 1% en el sitio conservado. En el caso de intly de los ARG, sull, sul2 'y
blaCTX-M fueron los genes con mayor prevalencia en bacterias y sedimentos tanto en
el sitio perturbado como conservado y ademas se encontraron presentes en los 5
subsitios de muestreo. El integrén se detectd en todos los subsitios de muestreo lo que
demuestra que juega un papel muy importante en la diseminacion de ARGs. El andlisis
de correlacion mostr6 que la profundidad y la salinidad son de los factores mas
influyentes que intervienen en la distribucion de ARGs y se observd una buena
correlacion entre la abundancia del intl y el gen sull. Estos resultados demuestran
gue los ARGs desempefian un papel importante bajo alto estrés selectivo en

manglares impactados por actividades antropogénicas.

Palabras clave: Genes de resistencia a antibiéticos; integron; manglares; sedimentos:

bacterias multirresistentes
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ABSTRACT

Antibiotic resistance genes (ARGs) are present in environmental settings such as
mangroves and are considered emerging pollutants. These are ecosystems that
possess distinctive characteristics that make possible the presence of particular
microbial communities, as a result of anthropogenic activities. Such is the case of
ARGs, as well as genetic elements such as integrons that help their dispersal towards
human pathogens. The lack of studies on the presence and dispersal of these genes
in mangroves is necessary to be able to evaluate the impact of human activities on the
integrity of these ecosystems and the creation of strategies for their conservation and
the preservation of public health. Therefore, this project aims to compare the presence
of ARGs and integrons, in bacteria and sediments from a conserved site and another
disturbed site with 5 subsites of each, from a mangrove swamp in Baja California Sur,
by means of the Polymerase Chain Reaction conventional (PCR). The presence of the
integron class 1 (intl) and several ARGs (sull, sul2, gnrS, blaCTX-M, blaKPC, blaVIM,
blaNDM, tetA, vanA) were examined in 30 sediments and in 113 multiresistant strains
isolated from the same sites. The abundance of the blaKPC gene was the lowest in
sediments with percentages of 3% and 8% in the conserved and disturbed site,
respectively, and in bacterial strains with 0% in the disturbed site and 1% in the
conserved site. In the case of intl and the ARGs, sull, sul2 and blaCTX-M, were the
genes with the highest prevalence in bacteria and sediments both in the disturbed and
conserved site and they were also present in the 5 sampling subsites. The integron
was detected in all the sampling subsites, which shows that it plays a very important
role in the spread of ARGs. The correlation analysis showed that depth and salinity are
the most influential factors involved in the distribution of ARGs and a good correlation
was observed between the abundance of intl and sull. These results demonstrate
ARGs play an important role under high selective stress in mangroves impacted by
anthropogenic activities. This work provides a paradigm for the study of prevalence and
ARGs dissemination in mangrove ecosystems.

Keywords: Antibiotic resistance genes: integron; mangrove: sediments; Multirresistant

bacteria.
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1. INTRODUCCION
Con el descubrimiento de la penicilina contra enfermedades infecciosas, realizado por
Alexander Fleming en 1928, se inici0 la era de los antibiéticos. Desde entonces han
surgido nuevos agentes terapéuticos que iniciaron un cambio para el tratamiento de
enfermedades. Ademas, la disponibilidad de antibiéticos permiti6 una mayor
posibilidad para realizar diferentes tipos de intervenciones quirargicas. Sin embargo,
se incrementd su uso y con ello la resistencia a antimicrobianos, por lo que actualmente
existen bacterias resistentes a uno 0 mas antibioticos. Este es un grave problema de
salud publica en todo el mundo, se tiene estimado que alrededor de 700,000 personas
mueren al afio a causa de infecciones por microorganismos resistentes y se prevé que
para el aflo 2050 habra aproximadamente 10 millones de muertes al afio (O’Neill,
2016). En México se ha reportado que el 40% de antibidticos vendidos son sin receta
meédica y que estos se liberan de manera directo o indirecta en aguas naturales lo que
trae como consecuencia una mayor presencia de resistencia a antibidticos en

ecosistemas acuaticos (INSP, 2020).

La presencia de antibioticos, bacterias resistentes o de elementos genéticos que
confieren resistencia a los antibiéticos es diferente en cada ecosistema, ya sea en
plantas de tratamiento de aguas residuales (Munir et al., 2011), rios, lagos, humedales
artificiales, entre otros, donde unos no pueden eliminarlos mientras que otros si.
Durante los ultimos afios se ha sefialado que las bacterias ambientales tienen
capacidad para portar y adquirir genes de resistencia a antibiéticos (Che et al., 2019).
Se ha establecido que la presencia de resistencia a antimicrobianos y genes en
ambientes previos al uso terapéutico de antibidticos. Debido a que existen diferentes
comunidades de microorganismos en algun ambiente, y estos microorganismos
producen antimicrobianos que matan a sus competidores. Por lo tanto, es natural que
los organismos que producen antibioticos tengan mecanismos de auto resistencia
contras sus propios antibiéticos y que la coexistencia de bacterias productoras da lugar
a una evolucion conjunta de los mecanismos de resistencia en bacterias ambientales

no productoras. Por ende, este problema ha tenido una mayor atencion estos ultimos
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afos, por el vinculo con la aparicion de resistencias en aislados clinicos patdgenos
(Peterson y Kaur, 2018).

Los Genes de Resistencia a Antibioticos (ARGs) se diseminan gracias a la
Transferencia Horizontal de Genes (HGT), donde se le ha prestado mayor atencion en
los manglares, que son ecosistemas altamente productivos, cuya importancia se refleja
en los diversos servicios ambientales que proporcionan (Pico et al.,, 2011). En la
actualidad se sabe que los manglares se encuentran entre los bosques tropicales mas
productivos del mundo, almacenando en promedio 1,023 mg de carbono por hectéarea
(Donato et al., 2011). Se ha demostrado que los microorganismos en sedimentos de
estos ecosistemas desempefian funciones esenciales relacionadas con fijacion del
nitrégeno y metabolismo del azufre. Sin embargo, estos ecosistemas pueden estar
constantemente expuestos a descargas de aguas residuales domésticas o de
actividades como la acuicultura, por lo que se consideran como reservorios potenciales
de genes de resistencia (Su et al., 2014). Si bien existen algunas publicaciones de
nuevos antibidticos que se producen de Actinobacterias en sedimentos de manglares,
son pocos los estudios que hablan sobre la diseminacibn de ARGs en estos

ecosistemas (Zhao et al., 2019).

La valoracion de los servicios ambientales de los sistemas de manglar conlleva
a su proteccion y a la suma de esfuerzos de diversas instancias para el mantenimiento
y restauracion de su integridad funcional. Esta situacion pone de manifiesto la
necesidad de contar con los indicadores adecuados del estado de los manglares, que

faciliten la toma de decisiones oportuna y la disminucién de costos de restauracion.

Por lo tanto, en este trabajo, se analiz6 la presencia de integrones y genes de
resistencia a antibioticos en cepas aisladas y en sedimentos de manglar con diferentes
grados de afectacion por urbanizacibn en La Paz Baja California Sur, lo que
proporcionara un nuevo enfoque de investigacion para el analisis de prevalencia de

ARGs en ecosistemas de manglar.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de manglares

Los manglares son una transicibn entre los ecosistemas terrestres y marinos,
conociéndose como una zona intermareal, caracterizandose por su dinamismo y por
la presencia de arboles tolerantes a diferentes concentraciones de salinidad. Estos se
encuentran distribuidos en zonas intermareales de las costas tropicales y
subtropicales. Estan conformados por plantas de manglares, animales y de
microorganismos que tienen gran importancia no solamente por el valor econémico
sino ecoldgico. Participan en la fijacion y degradacion de carbono, fijacion de nitrégeno,
metabolismo del azufre y estabilizacidon de sedimentos entre otras caracteristicas
(Zhao et al., 2019). Proveen de beneficios ambientales como el control de
inundaciones, proteccion contra huracanes, fuente de nutrientes para ecosistemas
vecinos. Tienen ademas una alta productividad, en donde comunidades microbianas
de los mangles juegan un papel muy importante y participan en el reciclaje de
nutrientes (CONABIO 2020).

Los manglares son considerados uno de los ecosistemas mas productivos del
mundo (Cabral et al., 2016), cubren aproximadamente un area de 150,000 km?, se
encuentran en 123 paises, con 73 especies de plantas que se agrupan en 21 familias
y 28 géneros, donde Australia e Indonesia reportan 40 y 45 especies respectivamente.
Se ha reportado que Brasil cuenta con 8 especies mangle y México solamente con 3.
Especificamente en el continente americano existen 4 tipos principales de mangle, el
mangle blanco (Laguncularia racemosa), el mangle rojo (Rhizophora mangle), mangle
negro (Avicennia germinans) y el mangle botén (Conocarpus erectus). La distribucion
de los manglares se encuentra influenciada por factores como temperatura,
precipitacion. En el sudeste asiatico se encuentran los que presentan la mayor

diversidad de especies (Lucas y Lugo, 2014).

2.2 Distribucién de manglares en México
México es un pais megadiverso, ubicado entre los primeros cinco lugares a nivel
mundial. Es un pais rico en cuanto a las especies vegetales y animales que representa

casi tres cuartas partes de la diversidad mundial. Ocupa el cuarto lugar en el mundo
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en superficie de manglar, representando un 6.7% de la extensién global de manglares
y al 0.46% del territorio nacional (CONABIO, 2020).

En el territorio nacional estos ecosistemas se encuentran en el Atlantico y
Pacifico, cubren el 60% de la linea costera nacional y algunos de ellos se encuentran
en sitios de reservas ecoldgicas. En la regidon noroeste, se encuentra la cuenca del
Golfo de California y la peninsula de Baja California, donde las condiciones ecoldgicas
son més limitativas que en el ambiente tropical, lo cual hace fragiles a las localidades.
Esto se debe a que se localiza en el limite de su distribucion en el litoral Pacifico

nororiental (Cervantes et al., 2020).

Los manglares de México cubren una extension de 7,755.55 km? y representan
el 5.1% de los manglares del mundo, siendo reconocido junto con Indonesia, Brasil,
Nigeria, Australia y Malasia quienes tienen mayor superficie de manglares, que en
conjunto tienen 50% de la superficie mundial de manglares. Indonesia es quien tiene
menor superficie territorial, pero tiene el 20.9% de los manglares del mundo, es decir,
representa el 1.7% de su territorio. En Brasil representa solamente el 0.15% de su
territorio, en Australia representa el 0.12% de su superficie y México cubre el 0.04%
de dos millones de kildmetros cuadrados del total de territorio. A nivel nacional,
Campeche es quien tiene una mayor superficie de manglar, seguido por Quintana Roo,
Yucatan, Sinaloa y Nayarit. Quienes tienen una menor superficie son Michoacan,

Jalisco y Baja California (Pico et al., 2011).

A nivel regional hay diferencias entre los manglares que se distribuyen desde el
sur de Chiapas hasta Baja California, manglares del Golfo de México y el Caribe. Por
ejemplo, en el estado de Tamaulipas puede estar presente solamente una especie de
mangle y alcanzar alturas relativamente altas; mientras que en Veracruz predominan

el mangle rojo, prieto y el blanco con una altura de hasta 30 metros (CONABIO, 2017).

Cabe mencionar que algunas especies se encuentran amenazadas debido a
condiciones y factores ambientales negativos que ponen en riesgo su integridad.
Debido a esto, Baja California Sur posee manglares considerados como humedales

Ramsar (un tratado que funciona como marco para la accién nacional y cooperacion
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internacional en pro de la conservacion y uso de los humedales) (CONABIO 2019). Es
un estado en el que existen 11 sitios Ramsar (Breceda et al., 2016), aunque se han
reconocido pocas especies de manglar en México, existe una gran variabilidad en
cuanto a su composicion, estructura y la funcidon que juegan. Estas caracteristicas
dependen de aspectos como gradientes ambientales, relieve, tipo de sustrato, niveles
de salinidad, actividades antropogénicas (CONABIO, 2020).

2.3 Distribucion y caracteristicas de manglares de Baja California Sur

En la peninsula de Baja California principalmente en la region sur, se encuentra la
mayor extension de manglar en zonas aridas. En las costas del municipio de Comondu
se encuentran Llanos de Magdalena y el complejo lagunar Bahia Magdalena Almejas
(Breceda et al., 2016). En la ensenada de La Paz se encuentra el manglar Mogote y el
manglar Carretera Aeropuerto La Paz Cola de la Ballena-Marina Sur y en el Puerto de

San Carlos se encuentra el manglar Bahia Magdalena (Figura 1).

En Bahia Magdalena en la costa del pacifico la peninsula, se encuentran
manglares robustos, y es un area denominada como este manglar tiene las
caracteristicas de ser Area Natural Protegida (ANP), que se encuentra cercano a la
zona de produccion de bivalvos. En Bahia Concepcién se encuentra el manglar
Santispac en la costa del Golfo, esta se encuentra asociada a las corrientes de agua
dulce. El manglar de Balandra hasta hace unos afios se consideraba el menos
impactado por los visitantes, pero actualmente se encuentra amenazado. Al igual que
el manglar de Zacatecas, que se caracteriza por ser un manglar no lagunar como el
de Enfermeria (CONABIO, 2020; Pico et al., 2011), pero que, debido una mala
disposicion de basura por parte de la poblacion, ya se encuentra en peligro. En el caso
de Enfermeria el agua de la laguna se renueva durante periodos cortos con mareas
vivas por lo que generalmente permanece lleno, sin descubrir el sedimento y esto
ocasiona que no haya arboles y domine el mangle viejo. Ensenada de Aripes es un
ejemplo de impacto por actividades humanas como lo es la tala. Asi como estos existen
el manglar Mogote el cual aparentemente se encuentra en una condicion estable, pero
con obstruccion del canal principal debido al arrastre de sedimentos provocados por el
huracan Odile en 2014. Por ultimo, esta el manglar Cola de la Ballena el cual esta
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desarrollado y en condicidn estable, pero que durante décadas ha sido alimentado por
descargas de aguas residuales (Lucas y Lugo, 2014).
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Figura 1: Principales areas donde se encuentran manglares en Baja California Sur, Bahia Magdalena,
Mogote y Carretera Aeropuerto La Paz Cola de la Ballena-Marina Sur (CONABIO, 2020).

De acuerdo con la Comision Nacional para el conocimiento y uso de la
Biodiversidad (CONABIO, 2020), en Baja California Sur se encuentran los manglares
mas excéntricos de México. Estos son manglares desérticos, tienen caracteristicas
que los hacen unicos, como una tasa de fijacion de carbono superior a manglares de
zonas tropicales, se desarrollan en masas fragmentadas de arbustos, ademas de tener
en las raices altas concentraciones de sal y poca disposicién de nutrientes por la baja

contribucion de agua dulce.

Mas del 50% de los manglares en México son costeros. Su superficie en el
territorio nacional es de 51,610 km?y la deforestaciéon de manglares genera 10% de
las emisiones globales de carbono por afio (SEMARNAT, 2016). Baja California Sur
ocupa el noveno lugar nacional en cuanto a extension de manglares con una superficie
de 26,597 km? en el afio 2015.

Estos manglares tienen menos cobertura que los de las zonas humedas (Pico
et al., 2011). Los sitios cobran gran importancia en la actualidad, debido a las
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evidencias de la desaparicién de las superficies que se ven afectadas de diversas
maneras, ya sea por acciones destructivas como tala, o por fines recreativos o
industriales. Estas actividades antropogénicas causan desequilibrios en diferentes
ecosistemas, algunos de ellos pueden provocar cambios en la supervivencia y

dispersion de patdégenos, que impactan en la salud de plantas, animales y humanos.

Los manglares poseen caracteristicas distintivas que hacen posible la presencia
de comunidades microbianas especificas. El crecimiento poblacional, en particular en
las regiones cercanas a los manglares, ademas de la acuicultura como la actividad
primaria principal en Baja California Sur, han provocado un aumento en la carga de
contaminantes, estableciéndose un ambiente adecuado para la sobrevivencia de
microorganismos y propiciando el crecimiento de patégenos humanos (Aburto et al.,
2008).

2.3.1 Bahia Magdalena

El ecosistema costero de Bahia Magdalena se localiza en los municipios de La Paz y
Comondu. Comprende 187,500 hectareas y se encuentra a lo largo de la costa
occidental del estado de Baja California (Figura 2). Es considerado un sitio Ramsar de
importancia internacional, siendo un corredor biolégico de aves, tiene 24 especies de
aves (Breceda et al., 2016). Es bien conocida por la migraciéon de la ballena gris,
ademas de las actividades comerciales y deportivas como pesca. En Bahia Magdalena
se encuentran el puerto pesquero de Lépez Mateos, por lo que el 30% de la produccion
pesquera del pais se encuentra en este lugar. Existen diversos elementos que hacen
Unico a este sitio, a nivel global: debido a su gran cobertura se encuentra a una latitud
cercana al limite norte de la distribucién de manglar en el mundo. A nivel regional: los
manglares de Bahia Magdalena son los de mayor extensién en el noroeste de México,
es un sitio de refugio para las fragatas (Fregata magnificens) y aves como el aguila
calva (Haliaeetus leucocephalus) (WHSRN, 2009). Dentro de la iniciativa del Programa
de Conservacién Marina la cual tiene por objetivo determinar los espacios de especies
gue son de importancia comercial y ecoldgica, es uno de los sitios piloto. A nivel local

es la bahia mas grande con manglares. El 50% de las actividades pesqueras se
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realizan en esta zona y proporciona una alta productividad por lo que es llamada la
“Chesapeake del Pacifico” (Pico et al., 2011).

En cuanto a su importancia biolégica, proporciona diversos servicios
ambientales como proteccién de las poblaciones contra ciclones, contribuye a la
produccion de materia organica depositada en sedimentos. Existen especies
endémicas como Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa
las que se encuentran bajo la categoria de especies amenazadas en la NOM-059-
SEMARNAT-201027 (DOF, 2009). Dentro de los impactos directos se encuentra la tala
del manglar, remocién del habitat gracias al crecimiento urbano; en impactos indirectos
se habla de contaminacion por residuos pesqueros, desarrollo urbano, deterioro
ambiental y cambios en patrones hidrolégicos. También fenbmenos naturales juegan
un papel muy importante como fue la presencia del fendmeno “El Nifio”. EI complejo
tiene condiciones antiestuarinas debido a una baja tasa de precipitacién y debido al
poco aporte de agua dulce. Es importante mencionar que las principales amenazas
que afectan a esta zona son la explotacion de recursos renovables y el crecimiento de
asentamientos (CONABIO, 2020; Rodriguez, 2007).

Figura 2. Manglares de Bahia Magdalena y Puerto San Carlos, Baja California Sur (CONABIO, 2008).

Fotografia aérea panoramica.
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2.4 Programas de proteccion a los manglares

Debido a la importancia de estos ecosistemas, se han implementado sistemas de
monitoreo como la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(International Union for Conservation of Nature) o la Alianza Global de Manglares
(Global Mangrove Aliance) (Adame et al., 2020). En México existe el Sistema de
Monitoreo de Manglares de México (SMMN) (CONABIO, 2020), que tiene el objetivo
de determinar el estado, deterioro o recuperacion, asi como identificar amenazas y
prevenir los cambios en el manglar. Ademas, dirigir algunas lineas de accion a la
proteccion de algunas especies amenazadas como, por ejemplo, Rhizophora mangle.
Asimismo, se realizan trabajos en conjunto, ya sean de instituciones federales y
estatales, donde se realizan evaluaciones de politicas publicas y del impacto que ha
tenido en el ecosistema. De esta manera, se reportan las amenazas que tienen
algunos manglares, como el caso reportado por la CONABIO en el Pacifico Norte,

donde se produjo la pérdida de manglares debido a las granjas acuicolas.

Asi como este, hay muchos efectos negativos de la actividad humana sobre los
manglares, desde inundaciones en regiones costeras hasta contaminacién ambiental.
Esto afecta a la salud de la poblacion aledafia a estos ecosistemas, por lo que para
entender las consecuencias que se generan se deben evaluar y tomar medidas que
permitan una valoracién en diferentes periodos de tiempo. Por ende, desde 1991 se
han realizado aportes para la restauracion de los manglares de Baja California Sur, en
donde se han determinado aspectos importantes con el objetivo de mantener el
equilibrio de manglares aridos (Brenner et al., 2018). Particularmente en Bahia
Magdalena se han realizado estrategias de conservacion y restauracion como el caso
del establecimiento de un vivero temporal de manglares, reforestacion, evaluacion del
crecimiento, ademas de implementar talleres sobre concientizacion ambiental.
Ademas de otros proyectos donde ha participado el Fondo Mexicano para la
Conservacion de la Naturaleza, Centro Mexicano del Derecho ambiental, la
Universidad Autdbnoma de Baja California Sur (UABCS), con apoyo economico de la
CONABIO (CONABIO, 2020). Cabe mencionar que a lo largo de las ultimas décadas
en nuestro pais se incluyeron, en el marco juridico de proteccion a manglares de la

Norma Oficial Mexicana, cuatro de las seis especies de manglares, colocandolas como
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“proteccion especial” y prohibiendo alterar la integralidad del ecosistema (CONABIO,
2017).

Aunque legalmente protegidos en México como humedales, actualmente estan
desapareciendo a una velocidad alarmante (Holguin et al., 2006). Una pérdida de
manglares a escala regional tendra efectos negativos tanto en la transferencia de
nutrientes, como en la actividad pesquera costera y en la mitigacion del cambio
climatico. Se ha determinado que la tasa de pérdida de superficie de manglar cada
afo, entre 1976 y 2000 fue de 2.5% (INECC, 2012). Se ha estimado que el pais ha
perdido aproximadamente 70,000 hectareas de manglares, que eventualmente no
solamente tendra consecuencias negativas en el aspecto econémico, sino ecolégico
(Holguin et al., 2006).

Por eso se han planteado varias medidas para su proteccion: una de las
medidas para la recuperacion y proteccion de manglares es el establecimiento de
areas protegidas. Existen 285 de estos sitios reconocidos internacionalmente, que
poseen aproximadamente 41% de los manglares que existen en todo el mundo y que
solo unos pocos estan legalmente protegidos (Pico et al., 2011). Si no se llevan a cabo
acciones de preservacion, por las presiones y amenazas actuales, se estaria

destruyendo a uno de los ecosistemas mas importantes del planeta.

2.5 Impacto antropogénico

A pesar de los programas de proteccién, la importancia social, ecolégica y econdmica
gue representan los manglares, mas de la mitad de la superficie de los manglares a
nivel mundial se encuentran amenazados y en peligro de extincién. Por ello, la
conservacion y restauracion se ha convertido en uno de los principales objetivos en

varios paises (Alatorre et al., 2016).

En las dos ultimas décadas estos ecosistemas han sido expuestos y afectados
negativamente (Cabral et al., 2016), por lo que estan desapareciendo rapidamente por
varios motivos, uno de ellos es que no hay vinculacion de los procesos ecoldgicos y
sus beneficios sociales, lo que ha originado la destruccion de algunos manglares. Las

actividades antropogénicas pueden provocar desequilibrios en los ecosistemas,

10
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causando un dafio directo a la poblacion, cambios en la supervivencia y dispersion de
microorganismos patdgenos (Aburto et al., 2008). También, los derrames accidentales
de petréleo han llevado a que las comunidades microbianas que habitan en el suelo
desarrollen mecanismos para adaptarse (CONABIO, 2017). Se ha reportado que el
35% de los manglares en todo el mundo, han sido destruidos y que muchos de ellos
se ven afectados por distintas actividades humanas con fines econdémicos y agricolas
(Lucas y Lugo, 2014).

Existen indicadores microbiolégicos de calidad del agua, que incluyen la
identificacion de microorganismos coliformes, algunos patégenos intestinales y
también se ha propuesto la identificacion de microorganismos resistentes a
antimicrobianos (Kraemer et al., 2019). La presencia de microorganismos resistentes
a antimicrobianos se ha utilizado como un indicador de urbanizacién, ya que la
resistencia a antimicrobianos esta relacionada con el uso excesivo de los mismos en
actividades humanas, incluyendo en medicina, asi como otras actividades productivas
tales como la acuacultura. La dispersion de genes de resistencia a antibiéticos al
microbioma de ecosistemas impactados por la contaminacion propicia la aparicion de
cepas patdgenas multirresistentes, con el consecuente riesgo a la salud publica
(Cabral et al., 2016).

2.5.1 Resistencia a antibioticos

La disposicion de desechos sélidos, contaminantes industriales, fertilizantes agricolas,
entre otras actividades humanas, afectan gravemente a los manglares generando, un
incremento en la carga de contaminantes. En especial, las descargas de aguas
residuales crean un nicho favorable para la sobrevivencia de microorganismos y
propician el crecimiento de patdgenos humanos (Hu, 2017). Los desechos depositados
de los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales son una fuente
importante de bacterias resistentes, genes de resistencia y antibioticos. El proceso que
se lleva a cabo en las plantas de tratamiento de aguas residuales no logra la completa
eliminacién de las bacterias, ni estan disefiadas para eliminar antibioticos y genes. Por
ende, la resistencia a los antibidticos representa un serio problema de salud publica

en constante incremento (Berendonk et al., 2015). De acuerdo con el niumero de
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antibioticos a los que resisten, las bacterias se clasifican como monoresistentes
cuando solo resisten a la accién de un antibiético, multirresistentes cuando resisten a
3 0 mas grupos de antibidticos, extremadamente resistentes cuando se presenta
resistencia a todos los antibidticos excepto a 2 grupos, y panresistentes cuando hay
resistencia a todos los antibidticos existentes (Li et al., 2018). Hay dos tipos de
resistencia, la primera se presenta de manera natural y la segunda es la adquirida la
cual se debe a mutaciones o por la transferencia de genes de resistencia presentes en
elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones o integrones (OMS,
2020; Gonzalez et al., 2018). Por otra parte, las bacterias pueden poseer uno o0 mas
mecanismos para sobrevivir a la presencia del antibiético, dentro de los que destacan:
1) la eliminacién del antibiético antes de que pueda ejercer su accion, 2) modificando

el sitio de unién del antibiético o, 3) alterando la permeabilidad de su membrana.

Otras fuentes de bacterias resistentes, genes de resistencia y/o antibiéticos son
la basura doméstica o drenaje, el uso de estiércol (el cual eventualmente a través de
la lluvia y por escorrentia llega hasta los mantos acuiferos). De esta forma, se reporta
la presencia de antibiéticos en arroyos, lagos, rios, mares, océanos, sedimentos y
hasta en animales y plantas. Aunque se ha documentado que en el ambiente las
concentraciones de antibioticos deben ser subletales, son concentraciones suficientes

para promover la resistencia sin eliminar bacterias (Gullberg et al., 2011).

La presencia de microorganismos resistentes a antimicrobianos, tanto en
humanos, medicina veterinaria, alimentos, control de plagas, la acuacultura, es un gran
problema (Figura 3). Ademas, la dispersion de ARGs al microbioma de ecosistemas
gue se encuentran afectados por la contaminacion, ocasiona la aparicion de cepas
patdgenas multirresistentes que son un riesgo para la salud publica (FAO, 2017). De
acuerdo con la OMS mueren aproximadamente cerca de 700,000 personas por
infecciones relacionadas a infecciones por microorganismos resistentes por lo que se
tienen que tomar medidas porque de no ser asi, se estima que para el 2050 las muertes
relacionadas con la resistencia antimicrobiana superaran las muertes por cancer
(OMS, 2020).

12
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En el estudio realizado por Zhao y colaboradores (2019) reportan que en los
sedimentos de manglar hay una disminucion de genes de resistencia a antibioticos.
Sin embargo, aun no se ha descrito los mecanismos por los que se eliminan los genes

de resistencia y antibioticos.

Antibidticos
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\ \ | | | |
Hospitales Hogares Industria Acuacultura Ganado Cria de ganado
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Figura 3. Rutas de migracién de antibiéticos y residuos al medio ambiente (Shao et al., 2018).

2.6 Genes de resistencia a antibiéticos (ARGS)

Los ARGs como contaminantes emergentes, se han convertido en un problema de
salud mundial (Rowe y Mazel, 2002) debido a la extensa aplicacién de antibi6ticos en
salud humana, veterinaria o en la agricultura. Esto ha generado la presencia de
residuos de antibioticos, bacterias resistentes a antibioticos (ARB) y ARGs, en aguas
residuales (Su et al.,, 2014), lagos de meseta y humedales artificiales entre otros
ecosistemas (Zhao et al., 2019). Es importante mencionar que el 30% de los

antibioticos que se producen, se aplican en la salud humana o se utilizan como
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promotores de crecimiento (Pérez, 2018). Actualmente se ha puesto mas atencion al
medio ambiente en la resistencia a antimicrobianos. En comunidades microbianas, hay
bacterias que adquieren genes de resistencia que provienen de bacterias resistentes
gue llegan gracias a las actividades antropogénicas y lo que eventualmente ocurre es

una presion selectiva.

La resistencia a antibidticos es un problema para la salud humana y animal en
todo el mundo, por lo que se requieren tomar medidas para reducirlos, incluyendo la
identificacion de puntos de control, evaluacion de riesgo de vigilancia, soluciones
tecnoldgicas para prevenir la contaminacion de bacterias resistentes y genes de
resistencia y eventualmente al minimizar la evolucién de ARGs preparar terreno para
que los nuevos farmacos sean eficaces durante mucho mas tiempo (Rowe y Mazel,
2002). Si bien, la mayor frecuencia de ARB y los mecanismos de resistencia a los
antibiéticos en el medio ambiente es llamado “contaminacién por resistencia a los
antibiéticos”, son de especial importancia bacterias como Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) y
Escherichia coli productora de beta-lactamasas de espectro extendido (Zhanel et al.,
2008).

El uso indebido de antibiéticos y la contaminacién antibidtica es la causa de
mayor frecuencia de bacterias que albergan ARGs en diferentes entornos. Se ha
observado un aumento de genes de resistencia a los antibiéticos en muestras
ambientales, donde bacterias ambientales pueden adquirir genes de bacterias
resistentes que llegan como consecuencia de las actividades antropogénicas. Las
plantas de tratamiento de aguas residuales son una fuente potencial de bacterias
resistentes, genes de resistencia y antibiéticos. Durante el tratamiento aerobio de
aguas residuales no se elimina por completo a las bacterias y no se eliminan los
residuos de antibioticos. Existe evidencia de la presencia de antibiéticos en arroyos,
lagos, rios, mares y océanos, sedimentos y que las concentraciones de antibiéticos
deben ser subletales para poder llevarse a cabo la resistencia, pero sin que se eliminen
las bacterias (Alatorre et al., 2016; Pruden et al., 2006). Lo interesante es que ademas

existen algunos vectores de transmision desde puntos criticos de evolucion de
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resistencia a lugares pristinos, a través de transportes potenciales como aguas
superficiales que son contaminadas por diversas fuentes antropogénicas, donde los

perfiles de ARGs en rios se encuentran afectados por la contaminacion.

Otro vector de transmision es el aire, que es donde se le ha puesto més atencion
debido al potencial de dispersion de ARGs y que gracias a ello, se presentan diversos
riesgos para la salud asociados con la exposicion de ARGs en el aire . Recientemente
se realizé un estudio donde se detecto la presencia de 7 ARGs en el aire de todo el
mundo, donde la abundancia de cada uno variaba mucho y con la presencia del smog
se enriquecen aun mas estos contaminantes emergentes (Li et al., 2018). Se menciona
gue los ARGs se encuentran asociados con una gran cantidad de bacterias que se
adhieren a particulas del aire y que gracias al viento se dispersan. Diversas especies
de Pseudomonas, que alojan resistencia a multiples antibiéticos se asocian con la

precipitacion y eventualmente pone en riesgo a trabajadores (Langelier et al., 2019).

Por ultimo, se encuentran los vectores animales. Son ricos en nutrientes, por
tanto, los ARGs modifican los antecedentes genéticos de estos vectores, lo que resulta
en un reservorio de resistencia. Las personas que trabajan directamente con ganado
desarrollan una mayor resistencia, aunque el riesgo es relativamente bajo (contacto
directo) (Kraemer et al., 2019). Aun no se ha estudiado la prevalencia de ARGs de
origen animal que se transfieren a patdgenos humanos dentro de los microbiomas de
personas que tienen contacto con animales (Bengtsson et al., 2015). También seria
interesante evaluar el resistoma de los trabajadores de plantas de tratamiento de
aguas residuales. Otros animales se consideran como potenciales vectores,
incluyendo moscas domésticas, cucarachas, vertebrados, roedores y gaviotas, que
portan E. coli con B-lactamasas de espectro extendido (BLEES), por un contacto previo
con lugares contaminados. Resulta relevante considerar evaluar estos vectores, por la
importancia y el riesgo que representan, ya que pueden ayudar en la multiplicacion y
recombinacién de ARB y ARGs. Eventualmente, contribuyen a crear condiciones
selectivas Unicas, siendo fundamental para poder comprender el flujo de resistencia

entre diversos ambientes (Tripathi y Cytryn, 2017).
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Ademas, el uso no regularizado y la falta de programas para la disposicion
adecuada de antibidticos residuales ha provocado que estos lleguen al medio
ambiente a través de efluentes de aguas residuales o bien, en la basura y asi alcanzar
los mantos freaticos, afectando a plantas y animales acuaticos. La presencia de
antibioticos en el ambiente es una presion selectiva sobre las bacterias que lo habitan,
por lo que para no ser afectadas por los mismos, las bacterias han desarrollado
mecanismos de resistencia (Hoa et al., 2011). Por otra parte, el antibidtico
administrado al paciente durante un tratamiento farmacologico es excretado en orina,

y las plantas de tratamiento no eliminan estos antibioticos (Berendonk et al., 2015).

En cuanto a la presion selectiva, no solamente hay una un incremento de ARB
especificos, sino también de elementos genéticos méviles (MGE) y que eventualmente
tienen ARGs lo que ocasiona que haya un aumento de comunidades bacterianas
resistentes (Tripathi y Cytryn, 2017). Los genes de resistencia a antibioticos se han
detectado en varios entornos de agua, por lo que la eliminacién y reduccién de los

determinantes de resistencia a antibidticos son necesarios (Wen et al., 2016).

2.7 Contexto genético y difusion ambiental de los ARGs
Los ARGs se encuentran en diversos ambientes acuaticos y su trascendencia depende

del contexto genético de la informacion que contenga.

2.7.1 Resistencia a las sulfonamidas

Los genes de resistencia a las sulfonamidas se encuentran ampliamente en el
ambiente, especificamente sull y sul2. Sull se encuentra relacionado con los
integrones clase 1, en cuanto a sul2 se encuentra relacionado con los plasmidos del
grupo incQ. En algunas investigaciones queda claro el importante papel que juegan,
debido a que se le designé como un indicador de contaminacion, encontrandose en
aguas residuales, agua dulce, rios y en manglares (Zhang et al., 2014; Chen et al.,
2015; Zhao et al., 2019).

2.7.2 Resistencia a betalactamicos
Son un amplio grupo de antibidticos que contienen un anillo B-lactamico en su

estructura, se incluyen lo que son las cefalosporinas, monobactamas, penicilinas y
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carbapenémicos. Estos son los mas utilizados y por ende las bacterias han
desarrollado resistencia contra estos antibidticos mediados por enzimas -lactamasas
(Zango et al., 2019). En bacterias Gram negativas la resistencia se origina
principalmente por su frecuencia y eficacia. Los genes que codifican a las -
lactamasas se encuentran en el cromosoma bacteriano o en los plasmidos, las que
son de mayor importancia clinica son BLEES, las cefalosporinas de tipo AmpC y las

carbapenemasas (Castellanos, 2014).

2.7.3 Resistencia a trimetoprima

Estos genes de resistencia se encuentran como casetes en integrones clase 1. Por
ejemplo, dfrAl se encuentra como un gen en integrones de clase 1 y 2. La
predisposicion de los genes dfr a transportarse en integrones facilité su diseminacion
en el medio ambiente (Brolund et al., 2010).

2.7.4 Resistencia a las quinolonas

Se han encontrado que genes de resistencia a la quinolona se encuentran en
integrones de clase 1, lo que ocasiona que la resistencia sea un rasgo asociado con
otros determinantes de resistencia que se transportan en el integrén. Se han aislado
de varias fuentes ambientales estos genes, incluyendo lodos, lagos, rios, pero gnrB se
ha encontrado en aguas residuales. En cuanto a gnrB y gnrS se han encontrado en
suelos mexicanos que previamente son tratados con aguas residuales. Se han
encontrado gnrA, gqnrB y gnrS en humedales que se encuentran en la frontera de
México-Estados Unidos (Berglund, 2015).

2.7.5 Resistencia a la tetraciclina

La mayoria de los genes tet se encuentra en elementos genéticos moviles como los
plasmidos y transposones. Algunos portan genes tet que son conjugativos y portan
genes que codifican resistencia a otros compuestos. Esta gran diversidad y
movilizacion de elementos moviles pueden contribuir en la diseminacion entre distintos
géneros bacterianos. Por ejemplo, en tratamientos de aguas residuales se ha
encontrado tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetM, tetO, tetS y tetQ (Berglund, 2015).
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2.7.6 Resistencia a la vancomicina

El operdn vanA codifica la resistencia a la vancomicina, se encuentra en Tn1546 y se
cree que la diseminacion del operdn vanB es gracias a la diseminacion de ICE iguales
a TN916. Se han encontrado estos genes de resistencia a la vancomicina en aguas
residuales, ademas en rios y mares. Se ha sugerido que la resistencia a la vancomicina

se encuentra presente desde hace muchos afos (Berglund, 2015).

2.7.7 Resistencia a los macrélidos

Se relaciona con diversos elementos genéticos moviles como los ICE que se localizan
en plasmidos y transposones. Se han encontrado en diversos ambientes, sobre todo
ermA y ermB (Berglund, 2015), ermB es la mas extendida de las resistencias a

macrolidos y se relaciona con otros determinantes de resistencia.

2.8 Integrones

La acumulacion de genes de resistencia a menudo se relaciona con la presencia de
integrones, que son estructuras genéticas moviles que actlian como sistemas
naturales de captura de genes. Pueden integrar casetes genéticos individuales como
los genes de resistencia. La combinacion de diferentes genes de resistencia en un solo
integrén puede dirigir a patrones complejos de seleccion cruzada (Kraemer et al.,
2019). Los integrones estan formados por un gen integrasa (intl) y un sitio de
recombinacién proximal (attl). A partir de secuencias de aminoacidos de intl se dividen
distintas clases de integrones, clase 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Sin embargo, las mas estudiadas
son los integrones clase 1, 2 y 3 (Figura 4) debido a que son las mas implicadas en la
diseminacién de resistencia. Los integrones clase 1 son los mas estudiados y
caracterizados, por su alta distribucion y debido a que se encuentra en entornos
hospitalarios (Che et al., 2019). Lo que caracteriza a esta clase es que tienen un
segmento conservado en el extremo 3’, que es donde se encuentran los genes qacED1
y sull que codifican resistencia a sulfonamidas y a compuestos cuaternarios. Los
integrones clase 2 se ubican en la familia Tn7 de los transposones, estos se
caracterizan porque tienen tres casetes genéticos como dhfrl, sat, aadAl que confieren
resistencia a trimetoprima, estreptomicina y espectinomicina. Por altimo, el integron

clase 3 codifica la integrasa intl3, la cual se ha observado Unicamente en plasmidos
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(Akrami et al., 2019). La recombinacién catalizada por Intl entre sitios attl y/o attC da
como resultado la insercidon o escision de casetes que otorgan resistencia a gran
cantidad de antibiéticos (Deng et al., 2015).

Se ha reportado que en cepas hospitalarias multirresistentes de enterobacterias
portan genes que le confieren resistencia al cloranfenicol, estreptomicina o la
espectinomicina en el integron, pero estos antibioticos no se habian utilizado en los
hospitales durante muchos afios. Otra caracteristica importante de estos elementos
genéticos es que combinan ARGsS y genes que se encuentran implicados en la
desintoxicacién de metales pesados lo que resulta en una co-seleccion (Rowe y Mazel,
2002; Deng et al., 2015).

Integron clase 1

imntll qu‘EA sull orf5 lno‘ orf5

44 4

attll

Integron clase 2

trimetoprim  estreptotricinas  aminoglicésidos

intl2 ) ey e ATRE oD TheC AT

46% attl2

Integron clase 3

wm P-lactimicos aminoglicésidos
S . o> >

60.9 % attl3

Figura 4. Tres clases de integrones implicados en la mayoria de casos de diseminacion de resistencia.
(Rowe y Mazel, 2002)

Los integrones son sistemas de recombinacidbn que actian de manera
determinada y son responsables del reconocimiento de casetes de resistencia. Estos
forman parte de transposones y plasmidos y contienen genes de resistencia a
antibioticos (Akrami et al., 2019). Ademas, funcionan como una base de evolucién
bacteriana, intercambio de genes entre el resistoma del medio ambiente y de especies
comensales y patogenas. El examinar la relacion que tiene el integron intl y los ARGs
permite dilucidar cual es el papel que juegan los integrones en la propagacion de ARGs

en el medio ambiente (Rowe y Mazel, 2002).
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Durante los ultimos afios se ha demostrado que las bacterias ambientales
poseen también las capacidades para portar, adquirir y diseminar ARGs, por lo cual
adquieren gran importancia no solo en el estudio de la transferencia genética en el
ambiente, sino en el area clinica humana, en la veterinaria y en la agricultura. Ademas,
hay que tener presente que muchos de los microorganismos que se encuentran en la
naturaleza producen antimicrobianos (Adame et al., 2020) . Estos microorganismos
deben ser resistentes a los antimicrobianos que ellos mismos producen y los genes
gue otorgan esta caracteristica pueden ser transferidos a microorganismos no
resistentes: problema que se agudiza por la presencia de antibiéticos en el ambiente,
que puede proporcionar una presion selectiva a largo plazo para la aparicion y
transmision de genes de resistencia a organismos que no los producen (Rowe y Mazel,
2002).

Estos elementos genéticos moviles son importantes y ya se ha estudiado mucho
acerca de ellos (Akrami et al., 2019), pero en los ultimos afios se le ha prestado mas
atencion a los integrones pues ellos pueden ser portados en transposones y plasmidos
por lo que es de suma importancia revisar su estructura, funcion e importancia. En
varios estudios realizados se ha reportado la estrecha relacion de integrones clase 1
con varios genes de resistencia en especial sull y sul2, en entornos como humedales
y manglares (Chen et al., 2015; Li et al., 2016; Zhao et al., 2019). No solamente en
ecosistemas de manglar, sino que se ha estudiado sobre todo en rios y lagos donde
gueda demostrado el papel clave que desempefia en la difusibn de ARGs y que
ademas tiene una relacion mucho mas fuerte con el gen sull en la region conservada
del integrén clase 1 (Zhang et al., 2014). Se reporté recientemente que en algunos
humedales se encontraban los integrones de clase 1y 2 en el 72% y 11.4% de 79
bacterias de humedales con cinco juegos de casetes de genes que se encuentran en
alrededor del 59.6% de los integrones clase 1 y que es muy poco probable detectar

casete génico en los integrones clase 2 (Adelowo et al., 2018).

Por estas razones se ha propuesto como un indicador de contaminacién por
ARGs la presencia de los genes de integrasa y de resistencia a sulfonamida en

integrones de clase 1 en bacterias resistentes a antibioticos que por lo tanto podrian
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estar relacionados con la transferencia horizontal y la propagacion de resistencia en
reservorios ambientales (Chen et al., 2015). Ademas, es fundamental que cuando se
investiga la resistencia a los antibioticos en el ambiente, se examinen otros genes de

resistencia que se encuentran asociados con integrones (Adelowo et al., 2018).

2.9. Genes de resistencia a antibiéticos en manglares

En las regulaciones actuales no se presta la atencion suficiente para la proteccion de
humedales de manglares, estos se encuentran constantemente expuestos a
contaminacion de diversas fuentes, lo que ocasiona que los manglares sean
reservorios potenciales de ARB que trasportan ARGs que se transmiten a otras
bacterias (Adelowo et al., 2018).

Es importante mencionar que la presencia de ARB, o de elementos génicos,
puede variar en diferentes ecosistemas, pero los manglares pueden ser sitios de
acumulacion de antibioticos y bacterias resistentes. En una investigacion realizada por
Zhao y colaboradores (2019) se estudié la diversidad de genes de resistencia en un
estuario donde habia areas de manglar y lugares donde no existia la presencia de
manglares y se reportd un total de 163 ARGs. Ademas, se estudid el tipo de
resistencia, mecanismos de resistencia y se demostr6 que las propiedades del
sedimento juegan el papel mas importante para la distribucidén gracias a varios factores
como el pH, metales pesados, carbono organico total y arsénico. Estos eran mucho
mas altos en las areas con manglar, en el caso de los metales, pueden compartir
ciertos mecanismos con la resistencia a antibiéticos y en especifico, el carbono
organico total y el pH afectan a los ARGs dependiendo del entorno ambiental
especifico. El factor menos influyente era la comunidad microbiana y concluyeron que
los manglares reducian la acumulacion de residuos de antibiéticos y ARGs (Zhao et
al., 2019).

Existen diversas investigaciones que hablan sobre la abundancia y distribucion
de los genes de resistencia en diversos entornos acuaticos, donde se demuestra el
papel que juegan los ARGs en el medio ambiente (Gullberg et al., 2011; Hu et al., 2017,
Tripathi y Cytryn, 2017; Zhao et al., 2019). Un ejemplo es el que realiz6 Chen y

colaboradores (2015), en un estuario del rio Pearl en China, donde se median varios
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genes de resistencia sull, sul2, sul3, gnrS y ermB, Los resultados mostraron que los
genes sull y sul2 se encontraban en todas las muestras tanto de agua como de
sedimento, pero estas disminuian su concentracion constante con el impacto
antropogénico. También se han detectado en varios entornos como lagos, escalas de
captacion y rios. Por esta razdon, no solo es importante evaluar la dindmica y
diseminacién de los ARGs en el medio ambiente, sino también aquellos que se
originan en pacientes. Se reconoce que existe una asociacion entre ARGs y ARB
humanas y de animales, pero no se comprende mucho con respecto a la adquisicion
de ARGs del medio ambiente en general, se ha descrito que ecosistemas acuaticos y
terrestres adquieren ARGs de fuentes antropogénicas que albergan diversos ARGs
nativos. Aunque sea dificil estimar la relevancia epidemioldgica de este fendmeno,

gracias a la complejidad de microbiomas ambientales (Tripathi y Cytryn, 2017).

En el caso de los manglares, se consideran como un biofiltro a las plantas de
tratamiento de aguas residuales por su capacidad de eliminar y tolerar la
contaminacion (Zhao et al., 2019). Sin embargo, no se han hecho investigaciones
sobre su potencial para eliminar las ARGs y son pocas las investigaciones que hablan
sobre el destino que tienen los ARGs en manglares (Li et al., 2016; Zhao et al., 2019;
Wallace et al., 2019; Imchen y Kumavath, 2021). Se ha demostrado que estos
ecosistemas las plantas de mangle reducen la acumulacién de residuos de antibiéticos
(Li etal., 2016).

La distribucién y propagacion de genes de resistencia a farmacos en manglares
son importantes desde el punto de vista de la transferencia génica y salud publica
(Hoa, et al., 2008). Las ARB tienen la capacidad de propagar los genes de resistencia

a otras bacterias de su mismo o diferentes géneros y especies.

La transferencia de ARGs entre bacterias puede darse por medio de un puente
entre los citoplasmas de las bacterias por donde pasan los genes de resistencia que
se encuentras en plasmidos conjugativo, de una bacteria donadora a la receptora lo
gue seria la conjugaciéon (Kraemer et al., 2019). Otra forma en la toma de ADN del
ambiente lo que seria la transformacién y finalmente a través de virus que infectan

bacterias y portan genes de resistencia a antibioticos. Finalmente, a través de la
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transduccion cuando los fagos introducen su genoma en la célula huésped luego lo
insertan en el cromosoma bacteriano. Otros elementos genéticos méviles son los
transposones, que son secuencias de ADN que migran entre plasmidos y cromosomas
y estos tienen la capacidad de llevar genes de resistencia. Los plasmidos son dsDNA
circulares extracromosomicos, estos alojan genes que codifican toxinas, productos
metabdlicos, factores de virulencia y resistencia a antibiéticos y metales pesados,
estos facilitan la transferencia horizontal de genes (HGT), por lo que se convierten en
impulsores de resistencia a antibioticos (Tripathi y Cytryn, 2017; Akrami et al., 2019).
Existen también los integrones, quienes juegan un papel importante en la resistencia
a multiples antibiéticos y da origen a las llamadas “superbacterias” (Akrami et al.,
2019).

2.10 Factores que contribuyen a la dispersién de ARGs

Los antimicrobianos utilizados tanto en la industria ganadera como en la medicina y
los residuos de éstos, al igual que metales pesados derivados de sus aplicaciones se
consideran como las presiones selectivas sobre los ARGs. Sin embargo, estas
presiones selectivas no pueden explicar completamente la ocurrencia generalizada de

ARGs en ambientes con un minimo de perturbacion (Ohore et al., 2020).

Se sabe que la resistencia a antimicrobianos ha estado siempre, antes de la era
de los antibiéticos, por lo que se considera que existen factores ambientales, ya sean
biéticos o abidticos que contribuyen a su mantenimiento y proliferacién en ecosistemas
como manglares (Liu et al., 2018). Por eso es muy importante comprender estos
factores que impulsan la resistencia para poder tener un mejor entendimiento y
desarrollar estrategias de manejo. Se encuentra muy bien documentado el papel de
los metales pesados (Cabral et al., 2016; Tan et al., 2019; Ohore et al., 2020) pero se
tiene muy poco estudiado otros factores ambientales en cuanto a los perfiles de ARGs.
Existe evidencia de que las alteraciones en las concentraciones del suelo, pH, entre
otros nutrientes participan activamente en la presion selectiva sobre la evolucion de la

comunidad microbiana (Mavi et al., 2012).

Un microorganismo no puede desarrollar una resistencia independiente de cada

estrés que se presenta, por lo que se requiere realizarse varios mecanismos en cuento
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a material genético y produccion de proteinas y estas bacterias tienen que evolucionar
frente a distintos tipos de estrés (Shen, 2020). Los entornos del suelo de océanos
donde hay presencia de actividades humanas es una matriz importante en cuanto al
resistoma ambiental y humano. Aun asi, el estudio de los perfiles de genes de
resistencia ha sido poco estudiado, este se caracteriza por su alta salinidad, este factor
se ha demostrado que influye en la estructura de la comunidad microbiana (Chen et
al., 2017).

Esta acumulacion de sal en los sedimentos es gracias a una fuerte evaporacion
gue ocurre en la superficie y en la estacion seca. Si bien se han hecho algunos estudios
sobre la salinidad en sedimentos de manglar y otros ecosistemas, este alin no estéa del
todo claro sobre todo en las profundidades. Pero se ha demostrado que la salinidad
como estrés reforma la distribucion de ARGs y por ende su diseminacién en entornos

acuaticos (Tan et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION

Las actividades antropogénicas que involucran el uso de antibiéticos para la salud
humana y animal, asi como su aplicacion en la agricultura y la industria alimentaria,
entre otras, han provocado que las bacterias desarrollen resistencia a estos. Cuando
estas bacterias y/o sus genes de resistencia llegan al medio ambiente, también
encuentran un nicho en el que la contaminacion por antibiéticos ejerce la presion
selectiva suficiente para que la resistencia persista y los genes de resistencia puedan
diseminarse entre bacterias, incluso ambientales, complicando alin mas la situacion.
La presencia de genes de resistencia a antibioticos y sus unidades de dispersion, no
s6lo representan riesgos importantes para la salud humana, sino para diversos
ecosistemas, como es el caso de los manglares, en los que se ha visto comprometida
su integridad.

Para poder evaluar el impacto que tiene la presencia de ARGs y sus unidades
de dispersion en ecosistemas como los manglares, es necesario realizar la
caracterizacion previa de dichos determinantes genéticos. Con base en lo anterior,
este estudio pretende servir de base para futuras investigaciones sobre los genes de

resistencia a antibiéticos presentes en los manglares de Baja California Sur.
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4. HIPOTESIS

Los sedimentos y bacterias de un manglar de Baja California Sur con diferentes grados

de afectacién por urbanizacién contienen genes de resistencia a antibidticos e
integrones.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Comparar la presencia de genes de resistencia a antibidticos e integrones, en

bacterias y sedimentos de un sitio conservado y otro perturbado de un manglar de Baja

California Sur.

5.2 Objetivos particulares

Determinar la presencia de integrones en las bacterias y en los sedimentos.
Identificar los genes de resistencia a antibioticos en bacterias y en los sedimentos.
Comparar las caracteristicas de las bacterias y sedimentos de los sitios
conservados y perturbados.

Establecer la relaciébn entre genes de resistencia y factores abiéticos como la
salinidad y la profundidad en bacterias.

Establecer los perfiles de genes de resistencia a antibiéticos, en bacterias y
sedimentos de un sitio perturbado y otro conservado de un manglar de Baja

California Sur.

27



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

e Muestras de sedimento de manglar

e Cepas control: E. coli 37 Hz, E. coli 22 Hc, E. coli 61 HC, E. coli 2 HZ y la cepa 29
(1.5% NaCl) proveniente de un sitio perturbado.

¢ Oligonucledtidos: intl, tetA, sull, sul2, gnrS, blaCTX-M, blaKPC, blaVIM, blaNDM,
vanA. (Oligo T4).

e Agar TSA (Tripticasina soya agar)

e Solucion salina

e Reactivos para tinciéon de Gram

e dNTPs (Promega)

e Cloruro de magnesio (Promega)

e Buffer PCR (5X) (Promega)

e kit FastDNA SPIN para suelo (MP Biomedicals)

¢ Kit ZymoBIOMIC DNA miniprep (Zymo research)

¢ Kit NucleoSpin® TriPrep (Macherey-Nagel)

e Agarosa (Promega)

e Tiocianato de Guanidina 4 M (Life technologies)

e TAE 1X

e Etanol absoluto (Sigma)

e Etanol 70%

o DNA A Hind 111 0.51 pg/pl (Invitrogen)

e 100 bp ladder (Promega)

e Syber safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific)

e Bromuro de etidio 1X

e [3- mercaptoetanol

e Lisozima (Sigma)

6.2 Equipo
e Centrifuga refrigerada (GenFuge, Progen, UK)
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Microcentrifuga (Eppendorf 5804 R)

Autoclave (Barnstead International)

Balanza analitica (Denver Instrument XP-600)

Congelador Isotemp de -20°C (Fischer Scientific)

Camara de electroforesis (RunOne Electrophoresis cell, CA, USA).
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, UK)
Fotodocumentador (Kodak)

Vortex (Sigma aldrich)

Campana (Thermo Fisher)

Microscopio éptico (Olympus CX32)

Potenciometro (Hanna instrument, 209, México)

Espectrometro (BioSpectrometer basic, SW-Version: 4.2.3.0)
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6.3.1. Areas de estudio

Dos sitios de manglares diferentes en Bahia Magdalena, Baja California Sur
(24°35'00"N 112°00'00"0O) fueron seleccionados para el muestreo de sedimentos en
funcion del nivel de contaminacién. El primer sitio fue un area altamente impactada por
efluentes de contaminantes cerca de la CFE considerado sitio perturbado, el segundo

sitio de muestreo, ubicado en el puerto San Carlos, considerado como un sitio

conservado (Figura 5).
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6.3.2 Recoleccion de muestras de sedimentos

Todas las muestras de sedimento se recolectaron en noviembre del 2019. Para la
recoleccion se utilizé un nucleador metalico semicilindrico de 6.5 cm de didmetro y
aproximadamente 1 m de longitud. La muestra de suelo se fraccioné en diferentes
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profundidades (Figura 6). Se recolectaron 30 muestras de sedimento de todos los
sitios, tomé&ndose a diferentes profundidades en cada sitio de muestreo (0-15, 15-30,
30-50 cm, respectivamente). Posteriormente fueron colocadas en bolsas estériles
dentro de una hielera con hielo. Todas las muestras se almacenaron a -80 °C el mismo
dia. Eventualmente fueron transportadas a la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH) para secar las muestras al medio
ambiente de acuerdo con la norma NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2003).

Figura 6. Recoleccion de las muestras de sedimento. a) Nucleador metalico de 1 m de largo; b)

extraccion de muestra de sedimento; (c) corte de cada profundidad; d) resguardo de la muestra.

6.3.3 Aislamiento primario de cepas basado en el grado de tolerancia a la
salinidad

Se prepararon 4 diluciones (101, 102, 10° y 10%) de las muestras de sedimentos
utilizando 1g de sedimento en 9 ml de solucién salina estéril. Las diluciones 103y
104 se cultivaron mediante el método de extension en placa en medio TSA
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(Tripcaseina de soya) suplementado con 0, 1.5 y 3% p/v de NaCl y se incubaron
durante 48 horas a 36 = 0,2 °C. Aquellas cepas que presentaran diferentes
caracteristicas en su morfologia colonial fueron seleccionadas y aisladas en medio
TSA de acuerdo con la concentracion de salinidad del medio en el que se produjo el
crecimiento (Palacios et al., 2017). Estas cepas aisladas fueron proporcionadas por
miembros del grupo de trabajo el cual estudi6 el aislamiento e identificacion de cepas

resistentes a antibiéticos en manglares arido-tropicales (Zapién, 2021).

6.3.4. Extraccién de ADN de cepas bacterianas

Las cepas se sometieron a extraccion de ADN usando el kit ZymoBiomics Miniprep y
el nucleo spin triprep, siguiendo el protocolo (Anexo 1y Il). La concentracidon y purezas
se determiné con un espectrometro, donde se obtuvo la absorbancia de acidos
nucleicos (Abs 260 nm) y el cociente de la absorbancia de &cidos nucléicos y proteinas
(Abs260/Abs280), respectivamente, mientras que la integridad del ADN se verifico en

un gel de agarosa al 1%.

6.3.5. Tincion de Gram

Se tomé una colonia de cada aislado y se realizé el frotis en portaobjetos de vidrio con
una gota de solucién salina 0.85%. Se dejé secar y se fij6 sobre la flama de un mechero
pasando dos o tres veces. Posteriormente se cubrié con cristal violeta por 1 min y
luego yodo-lugol por 1 min enjuagando entre cada solucion. Después se agrego6
alcohol acetona, por 20 seg, se enjuago y se tifid con safranina por 1 min como
colorante de contraste. Finalmente, se enjuagd, se dejo secar y se observo en el

microscopio Optico para evaluar las caracteristicas morfolégicas.

6.3.6. Extraccion de ADN de sedimentos

El ADN se extrajo de los sedimentos utilizando el kit FastDNA SPIN para suelo (MP
Biomedicals) de acuerdo con los protocolos del fabricante (ANEXO Ill) y con algunas
modificaciones, como el uso de GTC (hasta 4 lavados), el cual elimina los niveles de
contaminacion por acidos hamicos, asi como el tiempo de vortex a 20 minutos, el
tiempo en el buffer de lisis a 5 minutos. La calidad del ADN se verificO mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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6.3.7. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) de diferentes genes.

Para la determinacién de ARGs en los sedimentos se utiliz6 PCR tradicional. Los
primers y condiciones ya habian sido reportados por Berendonk y colaboradores
(2015), donde estos determinantes genéticos se sugieren como posibles indicadores
para evaluar el estado de resistencia a antibioticos en los entornos ambientales. Para
la seleccion de estos determinantes (Tabla 1) se tomaron criterios como la relevancia
clinica, la prevalencia en el medio ambiente, la asociacion con los elementos genéticos
moviles y/o el potencial que tienen para ser adquiridos por cualquier modo de

transferencia horizontal (conjugacién, transformacién o transduccion).

El ADN extraido de los aislamientos y sedimentos fueron probados para
detectar la presencia del intl y genes de resistencia a sulfonamida (sull, sul2, blaCTX-
M, blaKPC, blaNDM, blaVIM, gnrS, vanA, tetA). Los oligonucledtidos se sintetizaron
en T4 oligo (Irapuato, Gto., México), y sus secuencias fueron (5 '— 3'). Las reacciones
de PCR se realizaron en una solucién de 20 yL que contenia un dNTP de 10 mM, 5x
PCR buffer, cebadores 10 mM, Taq polimerasa (5 U/L) (GoTaq Flexi DNA polimerase),
y 20 ng de plantilla de ADN. Los oligonucleoétidos utilizados se especifican en la Tabla
1, donde se muestran las condiciones de temperatura y tiempo de las etapas de
desnaturalizacion, hibridacion y extensién, asi como los ciclos correspondientes a cada

una de las parejas de oligonucleétidos utilizados.

Tabla 1: Secuencias de los primers y las condiciones de reaccion.

Integrén

™ CONDICIONES REFERENCIA
Clave oligo : int1F923pb 94°C 5 min
Longitud: 18 TM: 64°C 94°C 60 seg
Secuencia: GTT CGG TCA AGG TTC TGG 67°C 60 seg (Cergole et al.,
Clave oligo : int1R923pb 72°C 60 seg 2011)
Longitud: 18 TM: 64°C
Secuencia: GTA GAG ACG TCG GAATGG 35 ciclos

Sulfonamidas

Clave oligo: sul1F433pb

Longitud: 20 T™: 72°C 2:02 gg :Zg
Secuencia: CGG CGT GGG CTA CCT GAA CG 72°C 60 seg (Hoa et al., 2008)
Clave oligo: sul1R433pb ’
Longitud: 20 TM: 70°C .

30 ciclos

Secuencia: GCC GAT CGC GTG AAG TTC CG
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Clave oligo: sul2F293pb
Longitud: 21 TM: 68°C
Secuencia: GCG CTC AAG GCA GAT GGC ATT
Clave oligo: sul2R293pb
Longitud: 21 TM: 70°C
Secuencia: GCG TTT GAT ACC GGC ACCCGT

B - lactamasas

Clave oligo: blaCTXMF593 T™: 63°C

Longitud: 20 94°C 60 seg
Secuencia: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT 58°C 120 seg
Clave oligo: blaCTXMR593 . 72°C 180 seg (Shahid, 2010)
. TM: 64°C
Longitud: 21 .
35 ciclos

Secuencia: TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA

Carbapenemasas

Clave oligo: blaVIMF

Longitud: 20 TM: 65°C
Secuencia: GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC
CIavg oligo: blaVIMR TM: 66°C 94°C 10 min
Longitud: 20 94°C 30 seg
Secuencia: AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG 52°C40 seg
Nueva Delhi B-lactamasa 72°C50 seg (Poirel et al., 2011)
Clave oligo: blaNDMF 72°C5 min
TM: 65°
Longitud: 20 65°C
Secuencia: GGTTTG GCGATCTGG TITTC 36 ciclos
Clave oligo: blaNDMR
TM: 66°
Longitud: 20 66°C

Secuencia: CGG AAT GGCTCATCACGATC

Clave oligo: blaKPCF880pb e 94°C 3 min
Longitud: 21 TM: 66°C 94°C 60 seg
Secuencia: TGT CAC TGT ATC GCC GTC TAG 52°C 60 seg
72°C 60 seg (Gootz et al., 2009)

Clave oligo: blaKPCR880pb
Longitud: 24 TM: 71°C
Secuencia: TTA CTG CCC GTT GAC GCC CAATCC

72°C 10 min

30 ciclos

Clave oligo: gnrSF e

Longitud: 20 TM:63°C 95°C 60 seg

Secuencia: GCA AGT TCATTG AAC AGG GT 54°C 60 seg (Matsumura et al.,
CIavg oligo: gnrSR TM: 68°C 72°C60 seg 2017)
Longitud: 21

Secuencia: TCT AAA CCG TCG AGT TCG GCG 35 ciclos

Vancomicina
CIavg oligo: vanAF TM: 68°C o , (Volkmann et al.,
Longitud: 19 96°C 5 min 2004)
Secuencia: CTG TGA GGTCGG TTGTGCG 55°C5 seg
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CIave_ oligo: vanAR TM: 64°C 60°C 60 seg
Longitud: 17
Secuencia: TTT GGT CCA CCT CGCCA 25 ciclos

Tetraciclinas

Clave oligo: tetAF158pb

Longitud: 18 T™:61°C 94°C 30 seg

Secuencia: AGT GGA GCG ATT ACA GAA 55°C 30 seg (Strommenger,et
CIavg oligo: tetAR158pbb TM: 65°C 72°C 30 seg al., 2003)
Longitud: 20

Secuencia: CAT ATG TCCTGG CGT GTCTA 30 ciclos

«Continuacion»

Los amplicones obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2.5% en TAE IX (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8) durante 60 min a
90 V. Como controles se utilizaron las cepas clinicas identificadas como portadoras de
los genes de resistencia en trabajos de tesis previos: E. coli 37 Hz, E. coli 22 Hc, E.
coli 61 HC, E. coli 2 HZ y la cepa 29 (1.5% NaCl) proveniente de un sitio perturbado
(Anexo IV). Para visualizar el ADN se tifieron los geles de agarosa con bromuro de
etidio 0,5 pg/mL, y finalmente las bandas se visualizaron y fotografiaron en un

fotodocumentador.

6.3.8. Analisis estadistico

Los datos y gréficas de barras se organizaron en Microsoft Excel 2015. El andlisis se
realiz6 con el software estadistico Minitab (versién 20.0) donde se realizé el andlisis
de componentes principales (PCA) para evaluar las relaciones entre los genes de
resistencia y la profundidad, considerando ademas el grado de conservacién del sitio
analizado. Se realizé también un analisis de correlacion entre las variables de
identificacion del sitio analizado y la presencia o no de los diferentes genes analizados.
El grado de correlacion de los pares de variables, se presentd graficamente en un

correlograma.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.1 Descripcion de las areas de estudio

El muestreo se realizé en noviembre del 2019, en la peninsula de Baja California Sur,
el cual se encuentra en una linea litoral con una gran extensién de manglar con mas
de 100 km de longitud (Pico et al., 2011). Los 2 sitios muestreados son, el Puerto de

San Carlos “concheros” y la termoeléctrica.

7.1.2 Puerto San Carlos “concheros”

Se encuentra en Bahia Magdalena, constituido por grandes lagunas, en este sitio se
da el avistamiento de ballenas, es una zona de mucho manglar. Ademés, hay
importantes puertos pesqueros como Lopez Mateos y San Carlos, por lo cual es muy
comun encontrar conchas. En esta zona se tiene un mal manejo de disposicion de
desechos, se realizan actividades como pesca y captura de bivalvos. Representaba
una condiciéon de no perturbado, pero se denomind con contaminacién antropica,
porque no se tiene una forma de disposicion formal de desechos. Lo caracteristico son
matorrales y se observa mangle blanco, tienen humedad relativa, en el sitio 2, 3y 4 se

observa mucha hojarasca (Figura 7).
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Figura 7. Mapa geografico de los sitios de muestreo del sitio conservado. Las etiquetas rojas son los
subsitios de muestreo, SCS 01, SCS 02, SCS 03, SCS 04, SCS 05. Todos ellos son sitios de playas
de arena.
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7.1.3 San Carlos, Termoeléctrica

En la parte sur se encuentra la planta de la CFE, ahi se localiza un canal donde se
vierten los desechos del agua de enfriamiento de la maquinaria o de las chimeneas y
se arrojan en esa zona. En algunas zonas ya no crecen manglares en ese sitio y tiene
un olor a azufre. En el extremo Oeste, esté el limite de la planta de tratamiento y ahi
sale el canal del efluente de la planta de tratamiento. Hay presencia de Avicennia que

cubre y ocupa el borde de ese manglar (Figura 8).
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Figura 8. Mapa geografico de los sitios de muestreo del sitio perturbado. Las etiquetas rojas son los
subsitios de muestreo, CFE 01, CFE 02, CFE 03, CFE 04. Todos ellos son sitios de playas de arena.

7.2 Resultados del muestreo

En el muestreo realizado en noviembre del 2019 en Baja California Sur se recolectaron
30 muestras, 15 del sitio perturbado (CFE) y 15 del sitio conservado (SCC), en los 5
diferentes subsitios de cada uno y a 3 diferentes profundidades, tal como se muestra
en la Tabla 2.
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Tabla 2: Sitios muestreados

Sitios Subsitios Profundidades (cm) Cantidad
o dal 30-50 5
Bahia Magdalena
CIRE (Perturbado) > 15-30 5
0-15 5
Bahia Maodal 30-50 5
ahia Magdalena
ScC (Conservado) S 0-15 5
15-30 5

Con base en esto se realizaron los aislamientos para realizar una descripcion
de sus caracteristicas microscopicas y macroscopicas mediante la tincion de Gram y
el cultivo en medio TSA, respectivamente. De los 113 aislados bacterianos, 52%
procedian del manglar perturbado y 48% del manglar conservado. En ambos sitios
predominaron los bacilos sobre los cocos, observandose con mayor frecuencia los
bacilos Gram + que bacilos Gram - en el sitio perturbado, mientras que los resultados
fueron muy parecidos para ambos tipos de bacilos en el sitio conservado. Un total de
61 aislados fueron bacterias Gram positivas y 52 bacterias Gram negativas,
encontrandose cocos y bacilos, ya sean Gram positivos o negativos para ambos sitios
(Tabla 3).

Tabla 3: Caracteristicas microscépicas de las cepas bacterianas de sitio perturbado y conservado.

CEPAS SITIO COCOS BG- BG+
48% Conservado 10 24 20
52% Perturbado 5 22 32

7.3 Seleccion de genes de resistencia a antibioticos

Inicialmente, se realizé una seleccion de genes que se encuentran comunmente en el
ambiente. La seleccion se baso en cinco criterios: 1) genes que representan un riesgo
para la salud publica y que previamente fueron encontrados en manglares; 2) genes
presentes en elementos genéticos moviles; 3) antibidticos de alto consumo: como lo

son sulfonamidas, tetraciclina y betalactamicos; 4) antibioticos de uso prolongado
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como lo son la tetraciclina y sulfonamida; 5) betalactdmicos de uso extendido como
son los carbapenémicos y sus ARGs.

En total se incluyeron 10 genes: gen para integron 1 (intl), dos genes de
resistencia a sulfonamida (sull y sul2), un gen de resistencia a la B-lactamasas
(blaCTX-M), tres genes de resistencia a las carbapenemasas (blaVIM, blaNDM vy
blaKPC), un gen de resistencia a las tetraciclinas (tetA), un gen de resistencia a las
quinolonas (gnrS) y un gen de resistencia a la vancomicina (vanA). Estos genes se
buscaron en las muestras de sedimentos y cepas bacterianas de los 10 subsitios de

muestreo, tanto en el sitio perturbado (CFE) como en el conservado (SCC).

7.4 Abundanciade intl y ARGs en sedimentos de manglar en un sitio conservado
y perturbado

Cada una de las PCR se optimizé utilizando las muestras de ADN y siguiendo los
principios generales para amplificar. Se probaron diferentes concentraciones de
oligonucledtidos y MgCl2 hasta ajustar las condiciones 6ptimas, como se describe en
el apartado de materiales y métodos. Primero se realiz6 una PCR mudltiple para la
deteccion de genes de resistencia a las sulfonamidas, en sedimentos de manglar de
un sitio conservado y otro perturbado, después se analiz6 el intl y eventualmente los
demas ARGs.

Los porcentajes obtenidos y que se muestran en la Figura 9 donde de los 10
genes determinados intl, sull y sul2 fueron los que predominaron en ambos sitios,
con prevalencias de 12%, 14%, 17%, en el sitio perturbado, sin embargo, no se
observa mucha diferencia respecto al sitio conservado. Esto es consistente con
algunos informes anteriores donde se menciona que la deteccion de ARGs en los
sedimentos que aparentemente no se encuentran afectados por la intervencién
humana. Podria atribuirse a las mudltiples funciones de los antibiéticos, como
modulaciones de la transcripcion y también a las variaciones en aspectos como el

consumo de antibioticos, clima y otros factores (Imchen y Kumavath, 2021).

Se considera que los niveles de estos genes se encuentran estrechamente

relacionados con el impacto antropogénico, tal es el caso reportado por Adelowo y
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colaboradores (2018), donde sefiala que en los cuatro humedales estudiados existia
una tasa de prevalencia del 42% de integrones clase 1. Se demuestra entonces, que
las diferencias entre las abundancias de ARGs de los cuatro humedales se
correlacionaban con las diferentes actividades antropogénicas asociadas con los

humedales.

La resistencia a las sulfonamidas es codificada por sull y sul2, se encuentra
muy extendido en varios ambientes acuaticos que son impactados por contaminacion,
siendo estos ampliamente estudiados tanto en agua como en sedimentos. Se ha
reportado que llegan a ser al menos 100 veces mas abundantes que otros genes,
incluso se ha demostrado que la abundancia del gen se correlaciona significativamente
con la concentracion total de antibiéticos (p <0.01), en muestras de agua y sedimento
(Cabral et al., 2016). Por lo que se sefiala que existe una asociacion inherente entre
antibioticos y genes sul. Ademas, en el estudio de Chen y colaboradores (2015)
menciona que el gen sull y ARGs de los cuales algunos fueron analizados en este
estudio se encontraron en mayores concentraciones en sedimentos que en el agua, lo
que era consistente con una mayor poblacion bacteriana en sedimentos segun
indicado por 16S rRNA.

La presencia del gen intl contribuye a la diseminacion de los genes de
resistencia a antibiéticos, esto al facilitar la transferencia horizontal de ARGs y al
incorporar estos genes en los cromosomas. Estos han sido estudiados tanto en
ecosistemas de manglares como en otros entornos acuaticos, donde se ha establecido
el papel en la propagacién de ARGs en el ambiente (Rowe y Mazel, 2002; Hoa et al.,
2008; Gao et al., 2012; Chen et al., 2015).
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Sitio Perturbado (CFE)
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Figura 9: Abundancia de los genes de resistencia: sull, sul2, blaCTX-M, blaKPC, gnrS, tetM, blaVvIM,
blaNDM, vanA y el integrén clase 1 (intl), en sedimentos de manglar con diferente grado de

conservacion.

En el sitio perturbado, el intl se esperaba que tuviera una relacion subyacente
con el impacto antropogénico. Segun se puede observar, se obtuvo un porcentaje del
12%. Comparado con otros estudios donde se considera que el intl identificado con
mayor frecuencia y su abundancia en manglares se ve estrechamente relacionada con
los niveles de contaminacion y de antibidticos residuales que ejercen una presion
selectiva sobre los microorganismos. Por ejemplo, en el caso reportado por Su y
colaboradores (2014) se muestra que en los sedimentos de un manglar pristino y uno
afectado por actividades antropogénicas, el integréon fue de los genes de resistencia
mas prevalentes con un 80% en los manglares. Se presentd una gran diferencia con
respecto a los manglares de este estudio, puesto que otros ARGs fueron mas

prevalentes.
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Se encontré que donde habia una mayor presencia de Intl fue en los subsitios
1, 2y 3, esto se explica por la descarga de la salida de aguas residuales, sobre todo
en el subsitio 1 que se encuentra la boca del manglar. Ahi son depositados los residuos
de la pesca directamente, ademas de la posible contaminacion de derrames de
petrdleo y que existen embarcaciones en las que se transportan hidrocarburos para la
Termoeléctrica de la CFE, donde existen descargas de residuos por esto se considera

como una fuente potencialmente significativa de genes de resistencia e intl.

En cuanto al sitio conservado (SCC) no se esperaba la presencia de ARGs e
intl, sin embargo, se encontraron ampliamente diseminados en los 5 subsitios de
muestreo. Esto se puede explicar por los impactos tanto directos como indirectos que
tiene el manglar de SCC, como el desarrollo urbano y sobre todo por el crecimiento de
asentamientos humanos asociados, con aprovechamientos pesqueros y en sistemas
de cultivo de especies comerciales. Ademas, es una zona turistica en donde se

aprovecha para el avistamiento de aves y mamiferos marinos (Breceda et al., 2016).

Se encontro que los ARGs en los sedimentos eran mas abundantes en el sitio
perturbado, lo que sugiere que es un mayor reservorio de ARGs y que la abundancia
se encuentra relacionado con el impacto antropogénico. Esto indica que el sedimento
es un importante depdésito de diversos genes de resistencia a antibioticos y juega un
papel muy importante en el almacenamiento y difusion de varios ARGs
especificamente en ecosistemas de manglares. Cabe mencionar que se han realizado
diversos estudios donde se ha comparado la aparicion de varios ARG en varios
entornos ambientales (lagunas, sedimentos de rios, efluentes, plantas de tratamiento
de aguas residuales) en diversas partes del mundo y se ha encontrado que los

sedimentos contenian las mayores concentraciones de ARGs (Yin et al., 2019).

La presencia de ARGs en entornos clinicos (se define como un concepto que
no se limita a espacios fisicos donde se llevan a cabo practicas meédicas, sino que
ademas se desarrollan interacciones sociales con el fin de obtener un aprendizaje en
la clinica), sobre todo en las que confieren resistencia a antibioticos de altimo recurso
como son los carbapenémicos, tienen la caracteristica de ser de mayor espectro

(Moreno, 2013). En este estudio, buscar estos genes productores de carbapenepasas
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como Klebsiella pneumoniae Carbapenemasa (KPC), Nueva Delhi metalo (3 lactamasa
(NDM), metalo B lactamasa codificada por integrones de Verona (VIM) en entornos
impactados, es de gran importancia para comprender el surgimiento de la resistencia
moderna a los antibidticos. Ademas tienen la caracteristica de que confieren
resistencia total con una sola mutacion, lo cual no es comun entre los genes de
resistencia a antibioticos y se encuentran en el medio ambiente, tanto en bacterias

como en sedimentos donde se encuentra poco estudiada (Mills y Lee, 2019).

Para la deteccion de los genes blaVIM y NDM se realizé una técnica basada en
PCR, donde se desarroll6 una mezcla de reaccién mdultiple usando condiciones
optimizadas, que permitié identificar los genes respectivos, con distintos tamafios de
amplicon correspondientes a los 2 diferentes genes (Figura 10). Se muestra los
resultados positivos de 2 muestras correspondientes al sitio perturbado, con un

amplicon de 621 pb para el gen blaVIM y 400 pb para el gen blaNDM.

En la Figura 9 se observa que de las tres carbapenemasas probadas, blaNDM
y blaVIM se encontraron con frecuencia similar tanto en el sitio conservado como
perturbado (5% y 6% respectivamente), mientras que blaKPC se encontré con menor
frecuencia en el sitio conservado (3%) que en el sitio perturbado (8%). Estos resultados
mostraron que hay una acumulacion de estos genes en el puerto de San Carlos debido
a la falta de instalaciones de saneamiento y esto debido la diseminacién de estos
contaminantes a través de las varias actividades antropogénicas que se desarrollan.
Es alarmante detectar la presencia de carbapenemasas sobre todo blaKPC y blaVIM
en estos ecosistemas. Se han reportado en entornos como aguas residuales, rios,
lagos en algunas partes del mundo, donde se han detectado blaKPC, blaOXA 'y blaVIM
con una prevalencia del 22% (Figura 11). Sin embargo, en algunos paises la situacion
de los carbapenémicos no es monitoreado, mientas que en otros paises se ha
reportado que son los genes que mas predominan, como en Marruecos, Kenia y
Sudafrica. En México se ha reportado con base a informacion de algunas instituciones
gue en la mayoria el consumo de cefalosporinas y carbapenémicos es sobresaliente,
ademas de que se ha demostrado la presencia de cepas de Escherichia coli productora

de estas enzimas en aguas negras de la Ciudad de México (Ponce de Leon et al.,
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2018). Esto habla de la difusion global que tienen estos genes en el ambiente y
muestra un panorama critico para la salud (Matsumura et al., 2017).

La diseminacion de estos genes de resistencia se ha evaluado en estudios
clinicos en diversos continentes, pero muy pocos centrados en compartimentos
ambientales, sobre todo en manglares. Por ende, se le esta tomando mayor atencién
a la difusién de ARGs tanto en sedimentos como en agua en paises desarrollados bajo
la perspectiva del enfoque de OneHealth (Subirats, 2017). .

621

400

Figura 10: Deteccidon de genes blaVIM y blaNDM mediante PCR mudltiple. MPM: marcador de peso
molecular 100 bp; C-: control negativo; C+ control positivo; carril 1: subsitio CF5, 15-30 cm de
profundidad, 2: CF4 0-15 cm, 3: CF1 0-15 cm, 4: CF4 30-50 cm, 5: CF4 0-15 cm, 6: CF1 0-15cm, 7:
CF3 0-15 cm, 8 CF3 0-15 cm, 9: CF3 0-15, 10: CF3 15-30. El tamafio de cada amplicon se indica a la

izquierda. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5%.

En cuanto al gen blaKPC ha sido poco reportado en ecositemas de manglar,
pero se han realizado varios estudios con enfoques moleculares para la deteccion de
blaKPC de aislamientos ambientales, es comun encontrarlo en entornos clinicos y por
lo tanto se relaciona con los que se encuentran en el medio ambiente.

Estos resultados se explican porque se utilizan con mas frecuencia para tratar

enfermedades infecciosas y los residuos de excretas llegan a las aguas residuales.
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Después puede existir una presion selectiva o un aumento de la materia orgénica,
provocando un aumento en la diversidad, contribuyendo al aumento de
microorganismos Yy facilitando el intercambio de elementos genéticos méviles y que se
relaciona con los ARGs como blaKPC (Subirats, 2017). El encontrar la presencia de
estos genes indica que existe una rapida diseminacion de los mismos a partir de aguas
residuales de hospitales o de hogares, lo que representa riesgos para la poblacion
local. Sin embargo han sido pocos los estudios hasta ahora donde se determina la
presencia de carbapenemasas como parte de sistemas de vigilancia (Mills y Lee,
2019).
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Figura 11: Genes productores de carbapenemasas en distintos reservorios ambientales. Se muestra

especificamente la presencia del gen en cada pais (Mills y Lee, 2019).

En cuanto a la betalactamasa de espectro extendido tipo CTX-M. Se muestra
en la Figura 9 que se encontré con mayor frecuencia en el sitio conservado (13%), a
diferencia del sitio perturbado (9%), siendo cominmente encontrada en ambientes
clinicos. Cada vez se detecta con mas frecuencia en entornos acuaticos como rios,

lagos, aguas superficiales y en ecosistemas como manglares, este gen se detecta
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facilmente y en altas concentraciones lo cual es consistente con los resultados
mostrados. Estos entornos se encuentran ligados a actividades humanas que son
productores de BLEES, por lo tanto, los manglares juegan un rol en la diseminacion de
blaCTX-M, el cual es considerado como omnipresente en entornos acuaticos. Este gen
fue encontrado en 4 subsitios de muestreo, pero en el identificado como subsitio 2
tanto del sitio perturbado como del conservado, no se encontrd presencia del gen. En
estudios anteriores se menciona que estos se encontraban en el 62% de las muestras

de sedimentos (Wallace et al., 2019).

Las quinolonas son antibidticos ampliamente utilizados y en estos se
encuentran compuestos de segunda generacion como ciprofloxacina, que tiene la
caracteristica de ser estable tanto en sedimentos como en agua. Puede adsorberse a
las particulas de sedimento, por lo que el &cido oxolinico y la flumequina que se
retienen en el sedimento hasta por 15 dias esto trae como consecuencia una presion

selectiva en el ambiente (Lai y Lin, 2009).

En la Figura 9 se puede observar que la presencia del gen gnrS en ambos sitios
con muy ligera diferencia en cuanto a los porcentajes (8% y 9% en sitios conservado
y perturbado respectivamente). Hay informacion limitada de este gen en medios
ambientales, pero se ha encontrado mayormente en sedimentos de humedales
costeros urbanos, en aguas residuales y suelos adyacentes a animales de engorda
(Chen et al., 2015). El gen gnrS se adsorbe en los sedimentos y estos se acumulan
en lodos y particulas del suelo, evitando con esto la fotodegradacién por el sol y
ejerciendo presién selectiva sobre la comunidad microbiana e induciendo la expresion
de ARGs. Una disminucion en la aplicacion de medicamentos ademas de una dilucién
explica la situacién de contaminacion en entornos donde se cuenta con actividades

como la acuicultura (Marti et al., 2013).

Mientras que genes como tetA y vanA también tuvieron alta prevalencia en
ambos sitios lo cual es consistente con reportes ya realizados en ecosistemas como
los manglares y su distribucién es buena. Estos se encontraron principalmente en los
tres primeros sitios (CFE1, CFE2, CFE3, SCC1, SCC2, SCC3). Si se comparan otros

genes de resistencia a la tetraciclina como lo son tetX, tetO, tetW, tetS, estos se
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encuentran rara vez en manglares. En un estudio realizado por Seyfried y
colaboradores (2010) demostraron que el gen tetA tenia una mayor prevalencia en las
muestras analizadas, ademas que se compara la frecuencia de este gen resistente a

la tetraciclina con muestras de agua.

Los resultados mostrados en este estudio y los reportes acerca del aumento de
ARGs en manglares confirman la asociacion de su presencia con las descargas de
efluentes. Se han desarrollado estudios independientes de cultivos para explorar el
impacto de los antibiéticos en el ambiente, pero gran parte de estos estudios se limitan
a pocos genes de resistencia a antibioticos (Kristiansson et al., 2011). Aunque los
efluentes se diluyen por la marea y las concentraciones de antibiéticos en el medio
ambiente son bajas, por debajo de la concentracion minima inhibitoria para casi todas
las bacterias, aun asi, se ejerce una presion selectiva y eventualmente impacta la

comunidad microbiana (Marti et al., 2013).

En el caso de la presencia del Intl y los 9 ARGs se identificaron en todas las
muestras de sedimentos, lo que indica que se encuentran ampliamente distribuidos en
el manglar de San Carlos. Estos resultados solo refuerzan la opinién de diversos
reportes (Chen et al., 2015; Li et al., 2016; Zhao et al., 2019; Tan et al., 2019) de que
los manglares que se encuentran directamente afectados por actividades
antropogénicas. En este caso, el manglar perturbado el cual recibe descargas de la

CFE tiene una mayor concentracion que el manglar conservado.

Se ha mencionado que no solamente los manglares pueden ser reservorios de
ARGs y ARB, y esto se encuentra muy bien documentado (Su et al., 2014; Chen et al.,
2015, Li et al., 2016), incluso hay mayores reportes en otros ambientes acuaticos,
donde estos entornos representan una matriz importante en la cual ocurre la
transferencia horizontal de genes. LaPara y colaboradores (2011) reportaron que, en
muestras de sedimentos analizados, se detectaron ARGs que codifican resistencia a
la tetraciclina, evidentemente influenciados por efluentes de contaminantes y
considerado de los genes mas comunes en el ambiente acuatico. No solamente se
analiza los sedimentos sino también muestras de agua, estos arrojan que en los

sedimentos hay mayor presencia de ARGs en ambientes acuaticos y que existe una
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gran riqueza de especies y abundancia del sedimento que se comparan a la
comunidad plancténica de la capa superior. Esta diferencia radica en que existe una
gran cantidad de microorganismos en sedimentos gracias a la riqueza de nutrientes lo
gue lleva a una mayor cantidad de biomasas por g de suelo que por ml de agua (Huang
et al., 2019). Se ha demostrado que el ADN se adsorbe a los componentes del suelo.
En el caso del suelo arenoso, las sustancias humicas lo protegen contra la degradacién
facilitando la dispersién de ARGs prologando su persistencia en los sedimentos. En
suelos arcillosos, se adsorben ADNasas y por lo tanto lo vuelve un reservorio ideal
para los ARGs (Tan et al., 2019).

En la deteccion de la presencia de estos genes intervienen otros factores como
la temporada y periodo en que se realizo el muestreo. En este caso fue en noviembre
en el que segun se ha reportado es cuando hay una mayor prevalencia de genes de
resistencia (Adelowo et al., 2018). Otro factor que puede intervenir es la ubicacion
geografica, las condiciones hidrodinamicas, precipitacion, asi como los metales
pesados que comparten o sustituyen el papel del antibiético y contribuyen a la
propagacion de ARGs cuando la concentracién de antibiéticos es inferior a un punto

en particular como son los manglares (Imchen y Kumavath, 2021).

7.5 Correlacion entre la profundidad, grado de conservacion, presencia de intly
ARGs en sedimentos de manglar.

Se realiz6 un analisis de correlacion de las muestras de sedimento, el grado de
conservacion y la profundidad de las muestras (Figura 12). Primeramente, se observa

que no existe una correlacion entre el grado de conservacion y la muestra.

En cuanto al intl y la profundidad, se observa un indice de correlacion de 0.85,
esto indica que cuando una variable aumenta otra disminuye, es decir, que cuando
mas profundo sea menor es la presencia del intl (p <0.05). Esto es consistente con
estudios previos, donde se reportd que los ARGs pueden migrar a capas de
sedimentos mas profundas. Especialmente intl, sull y gnrS se enriquecieron en
sedimentos de las capas superior, media e inferior y esto se puede explicar por la
presidn selectiva de las clases de antibidticos de sulfonamida y fluoroquinolonas que

migran a los sedimentos a una mayor profundidad (Deng et al., 2020).
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Figura 12: Correlograma de muestras de sedimento, considerando el grado de conservacion, la

profundidad y los genes de resistencia a antibiéticos.

Los resultados de correlacion entre la profundidad con sull, fueron significativos
(p <0.05), especificamente sull y sul2, se observd que existe una mayor presencia de
estos genes en las muestras de sedimentos menos profundos. El integrén tiene una
relacion mucho mas fuerte con el gen sull, incluso en distintas estaciones del afo
(Chen et al., 2015). Esto se explica por la presencia de sull en la regidon conservada
del intl, por ende, existe una diseminacién entre bacterias usando al integron como
portador en el ambiente. Esto implica que los materiales genéticos intra o extracelular
que portan estos genes se distribuyen dinAmicamente entre entornos

medioambientales, por lo que no es sorprendente que exista una correlacion positiva.

El gen tetA muestra una correlacion significativa con intl. Algunos estudios de
resistencia antimicrobiana han mostrado que no solamente el gen para Intl tiene una
correlacion significativa con las sulfonamidas, sino también con otros genes, pero en

menor medida, en este caso con vanA, blaKPC y gnrS (Huang et al., 2019).

En el caso de las carbapenemasas especificamente de blaKPC también tiene
una correlacion significativa con la profundidad (p <0.05). Al igual que vanA, lo que
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significa que, a una mayor profundidad, menor es la presencia de ARGs. Sin embargo,
son escasos los estudios donde se reporta la diseminacion de genes con base a la
profundidad. En el caso de blaNDM y blaVIM existe una correlacion positiva, es decir
gue se encuentran asociados debido a los elementos genéticos moviles (casetes de
integrones). Esto es preocupante debido a que la asociacion de otros determinantes
adquiere el fenotipo para volverse resistente a la gran mayoria de antibiéticos.

En estudios realizados en ecosistemas acuaticos, se ha reportado la presencia
de distintos ARGs a una profundidad que va desde 0 hasta 15 cm (Cabral et al., 2016;
Chen et al., 2015). Son pocos los que estudian una profundidad mayor a los 20 cm.
Esto se debe a que a una mayor profundidad hay una menor persistencia y migracion
de ARGs (Zhang et al., 2014) esto es por los efectos selectivos de antibidticos y
también a la transformacion de ARGs. En el resto de los genes no existe una relacion
significativa en cuanto a la profundidad. La existencia de ARGs en sedimentos
profundos como en el caso de algunos genes como blaCTX-M apoya a un creciente
cuerpo de evidencia de que la resistencia a antibioticos se encuentra muy extendido,

incluso en entornos no perturbados (Cabral et al., 2016).

Actualmente los estudios realizados se centran en relacionar los ARGs,
concentraciones de antibiéticos y comunidad bacteriana en varios ambientes acuaticos
incluidos los manglares (Zhao et al., 2019). Sin embargo, son poco los estudios donde
se reportan la dindmica dependiente del tiempo de los ARGs. La ventaja de estudiar
esto da una idea del proceso evolutivo de genes de resistencia un poco mas eficaz.
Por tal motivo es necesario explorar el grado de variacién dinamica de los ARGs y de
los demas factores que se relacionan. Ademas, sobre todo el intercambio material de
la parte superficial y profundas a través de las capas de sedimentos por eso es muy
importante estudiar la transmisién de ARGs de la capa superficial comparada con la
mas profunda para comprender un poco mas la dinamica de transmision y la fuente
(Tan et al., 2019).
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7.6 Analisis de Componentes Principales de los Genes de Resistencia a
Antibiéticos y la profundidad, en sedimentos de manglares

Con el fin de identificar mejor la relacidon entre diseminacion de los genes de resistencia
en los sitios de los manglares y la profundidad en la que fueron tomadas las muestras

de sedimento, se realiz6 un analisis de componentes principales.

La relacion de la distribucion de los ARGs de las muestras analizadas y su
profundidad con los tres primeros componentes identificado por PCA, se muestran en
la Figura 13. La metodologia de componentes principales permite crear nuevas
variables a partir de un grupo de variables, en donde cada uno de los datos presenta
una relacion positiva o negativa, de mayor o menor valor, con respecto a los PCA. En
el analisis de distribucion de ARGs y profundidad, los tres primeros componentes
explicaron el 67.8% de la variacion de los datos; PC1 explic6 35.1% de la variacion,
mientras que PC2 consideré el 18.3% y PC3 el 12.4% de la variacion de los datos. El
componente PCL1 tiene puntuaciones negativas relacionadas con la profundidad de 30-
50 cm, mientras que las puntuaciones fueran positivas para las profundidades de 0-15
cm y de 15-30 cm. Con respecto al PC2, la profundidad 30-50 cm tuvo una carga
positiva pero no de manera homogénea, mientras que la profundidad 15-30 cm mostré
una carga negativa y la profundidad 0-15 mostré una carga positiva. Finalmente, PC3
tuvo una carga positiva para profundidad de 30-50 cm. El andlisis demostré que los
datos se agruparon estrechamente, y se ve muy poco la agrupacion de cada una de

las profundidades.

La Figura 14 muestra las puntuaciones de los tres primeros componentes
considerando el grado de conservacion de las muestras analizadas. Los primeros tres
explicaron el 65.8 % de la variabilidad de los datos. EI PC1 explico el 35.1% de las
variaciones, mientras que el PC2 explico el 18.3% y el PC3 el 12.4% de la variacién
total. En cuanto a las puntuaciones de los compuestos en PC3 el punto del sitio
perturbado esta casi al cero con PC3, casial 0 con PC2y casi 0 con PC1. Si se observa
una relacion pero no muy clara, por lo gue no hay una clara separacion de las muestras
del sitio perturbado y conservado. No se puede decir que existe diferencia entre la

presencia de genes entre los sitios perturbado y conservado.
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Figura 13: Analisis de Componentes principales (PCA) de los genes de resistencia frente a la
profundidad de las muestras de sedimento analizadas. Se muestran las puntuaciones de cada

profundidad para los tres primeros PCA.
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Figura 14: Andlisis de Componentes principales (PCA) de los genes de resistencia frente al sitio
conservado y sitio perturbado de las muestras de sedimento analizadas. Se muestran las

puntuaciones de cada profundidad para los tres primeros PCA.

7.7 Abundancia de Int y ARGs en bacterias de manglar en un sitio conservado y
perturbado

Se procesaron un total de 113 aislamientos de 10 muestras de sedimentos en el
manglar de San Carlos, Baja California Sur, para determinar la presencia de algunos

genes de resistencia antibioticos. Los resultados de esta investigacion demuestran que
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el perfil de resistencia a los ARGs de las bacterias aisladas de estas muestras es muy
similar a las que ya se han reportado previamente en algunos manglares y estuarios
de China (Su et al., 2014; Chen et al., 2015; Li et al., 2016).

Se muestra que en el caso del gen intl (Figura 15) se detect6 en mayor
porcentaje en el sitio perturbado, a diferencia del sitio conservado donde tuvo una
prevalencia del 2%. Los genes se presentaron mas en bacterias Gram positivas,
aunque en reportes anteriores se reportdé que se presenta con mayor frecuencia en
bacterias Gram negativas (Singh et al.,2021). La presencia de este gen en el estudio
donde se analizaba la presencia de intl en India, arrojé que el intl estuvo presente en
el 75% de los aislamientos, lo que denotaba su alta prevalencia. Estas prevalencias se
encuentran en el rango reportado para bacterias aisladas en ambientes acuaticos en
otras regiones del mundo (Chen et al., 2015). Es decir, se encuentran asociadas a los
gradientes de impacto antropogénico, se presentaron en mayor medida en el subsitio
2 (SCC2 y CFE2). Los integrones muestran su diversidad en entornos distintos al

clinico.

Los genes de resistencia a las sulfonamidas 1 y 2, mostraron una abundancia
muy alta, sobre todo en el sitio conservado, en el sitio perturbado el sul2 predominé
muy poco. Esto gracias al patron de uso en la acuicultura, al igual que el intl predominé
en los subsitios 2 de cada sitio. Estos se detectaron en bacterias Gram positivas y
negativas, aunque normalmente se detectan en Gram negativas y prevalecen entre
patbgenos humanos y animales, pero se distribuye de forma diferente en las
poblaciones bacterianas. En estudios previos se reporta que alrededor de 63% de las
muestras portaban al menos uno de los genes de resistencia a las sulfonamidas
(Adelowo et al., 2018).
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Figura 15: Abundancias de genes de resistencia en bacterias, a las sulfonamidas (sull y sul2),
blaCTX-M, blaKPC, gnrS, tetA, blaVIM, blaNDM, vanA y el integrén clase 1 (Int 1).

En cuanto a tetA, se encuentra sobre todo en bacilos Gram negativos,
consistente con lo reportado en este estudio, donde prevalecieron en ambos sitios. Se
ha informado una incidencia muy alta en Salmonella, Enterococcus y E. coli en
distintos lugares con resultados similares. Se considera un gen que se encuentra en
distintos sitios de acuicultura, en sitios pristinos, pero sin la necesidad de presion

selectiva (Deng et al., 2020). Por eso no es raro haber sido encontrado en SCC.

El gen blaCTX-M fue el que tuvo una mayor prevalencia tanto en el sito
perturbado como conservado y prevalecieron en bacterias Gram positivas para el sitio
de la CFE y en SCC prevalecieron las Gram negativas. Estos hallazgos al igual que
otras (Bevan et al., 2017; Zango et al., 2019) donde se indica que la resistencia a
antibidticos B lactamicos y sulfonamida 1 y 2, quinolonas y tetraciclinas se encuentra

muy extendido en manglares y en entornos acuaticos como estanques de acuicultura
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y planta de tratamiento de aguas residuales. En el caso de los B-lactamicos y
sulfonamidas se han utilizado ampliamente en Bahia Magdalena, debido a sus
principales actividades econdmicas como lo es la acuicultura y granjas de camarones,
gue se encuentran cerca de los manglares. Ademas, es una de las principales
preocupaciones segun la OMS (2020), porque antes se asociaba con entornos
hospitalarios y este se encontraba muy extendido. De hecho, es la mas diseminada a
nivel mundial y su principal anfitrion es E. coli, donde ha tenido grandes porcentajes

reportados en aislamientos tanto en Europa, Asia y América (Bevan et al., 2017).

Al presentarse en bacterias Gram negativas se toma como un marcador
importante para poder estudiar la diseminacion que tiene en el medio ambiente y asi
eventualmente determinar los riesgos asociados, debido a que ya es muy limitado las
alternativas terapéuticas. En bacilos Gram negativos indica que existe una gran
capacidad de diseminacion y de transferencia horizontal. Esto es debido al cuidado
deficiente por lo que se permite un mayor ciclo de E. coli productora de CTX-M. Se
encontraron en los 5 subsitios, esto es de acuerdo con las proximidades que tenian
algunos sitos. Para comprender la dimension de este problema se tiene estimado que
diariamente se liberan millones de E. coli que son productoras de BLEEs a aguas
residuales en algunos paises, por medio de instalaciones sanitarias e industrias; sin

embargo, la comunidad en general es la que mas descarga (Singh et al., 2021).

En cuanto a las carbapenemasas, han causado alarma debido a los patdgenos
que pueden acarrearla. Al igual que blaCTX-M se encuentra en entornos
nosocomiales, pero este se puede diseminar. Por ejemplo, se ha detectado que el gen
Nueva Delhi metalo-B-lactamasa-1 (blaNDM-1) es muy abundante en muestras de
aguas residuales como en sedimentos esto se comprueba porque fue de los genes en
donde hubo una mayor presencia en estos sitos de manglar y en bacterias Gram
positivas. Este gen se ha asociado a 11 especies en donde se incluye a Vibrio
cholerae, y Shigella boydii y que algunos aislamientos que portan este gen son
altamente resistentes a todos los antibiéticos. Ademas de que se ha reportado que el
22% de las bacterias cultivadas se identificaron como bacterias portadoras de blaNDM,
blavVIM y blaOXA (Mills y Lee, 2019). Estos tienen el potencial para transmitirse por
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todo el mundo, sin embargo, no se encuentra bien documentados y estos se describen
sobre todo en bacterias Gram positivas como Bacillus. Entre las mas diseminadas son
KPC, OXA, VIM y NDM (Yin et al., 2019). Se tiene estimado que las bacterias Gram
negativas acumulan genes que codifican carbapenemasas, provocando un aumento
de concentraciones inhibitorias de estos genes y por lo tanto un tratamiento mas dificil
(Mills y Lee, 2019). Es por esto que es necesario conocer el estudio actual sobre las

carbapenemasas para que no siga persistiendo esta amenaza para la salud.

El gen menos prevalente fue blaKPC tanto en ambos sitios, esto pudo deberse
a que bajo las condiciones de cultivo es posible que se seleccionen solo un grupo de
microorganismos. Por ende, la evaluacion de la presencia de ARGs basado en
bacterias no generara resultados no representativos. Este es el gen que causa mas
probleméticas por la asociacion que tiene con los plasmidos y con Klebsiella
pneumoniae, el cual tiene la capacidad de diseminar los ARGs gracias a que se

encuentra vinculado con el clon (secuencia ST-258).

En cuanto a las MBL predominan en bacterias Gram negativas. VIM es
frecuente en enterobacterias y en Pseudomonas aeruginosa. Es un gen muy
importante, se aislé en Nueva Delhi, pero fue adquirido por bacterias y transportado a
otros paises. Son dominantes principalmente en K. pneumoniae y E. coli, ademas de
Acinetobacter baumannii y P. aeruginosa. En un estudio publicado por Wallace y
colaboradores (2019) investigaron acerca de bacterias portadoras del gen blaKPC en
sedimentos de manglares a lo largo del Rio Anill donde las muestras fueron tomadas
a los primeros 10 cm de profundidad. En ese lugar recibe una liberacion de efluentes
domésticos sin tratar y se determind que la mayoria de las bacterias Gram negativas

portaban el gen blakPC.

En el presente estudio el gen qnrS tuvo una prevalencia del 8% para ambos
sitios. Este gen se distribuyd dinamicamente entre los 5 subsitios, sobre todo en el
SCC2 en el sitio conservado. Estos resultados son diferentes a lo que se ha reportado
previamente, puesto que en manglares estudiados en China, se encuentran como uno
de los genes de mayor prevalencia y que se encuentran en la mayoria de las bacterias

con frecuencias de hasta 71% (Gao et al., 2012).
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Se han descrito 9 genes que confieren resistencia a la vancomicina, pero el mas
preocupante en cuanto a la salud publica es el gen vanA, la cual se relaciona con
infecciones por enterococos. En la Figura 14 se observa que tiene una prevalencia de
12 y 15% en el sitio conservado y perturbado respectivamente, presentandose en gran
medida en bacterias Gram positivas. El gen vanA rara vez se ha encontrado en
entornos ambientales, estos se encuentran presentes en bacterias Gram positivas y
sobre todo Staphylococcus aureus. Es considerado una gran amenaza para la salud
publica (Kraemer et al., 2019; Berendonk et al., 2015) debido a que existen estudios
que no los han encontrado en entornos pristinos y otros estudios informan que se ha
encontrado muy poco en aislamientos de aguas residuales y en manglares. Su

monitoreo es necesario para comprender su propagacion (Young et al., 2016).

La presion selectiva se ve favorecida por distintas condiciones ambientales y
una mayor cantidad de compuestos aumentan la biomasa y diversidad se ve
aminorada por una competencia, lo cual trae como consecuencia adaptaciones por
medio de mecanismos genéticos que favorecen la transmisién de genes de resistencia.
Esto muestra una diversidad biolégica que se encuentra después de las liberaciones
de efluentes, se esperaba esto debido a las descargas provenientes de la
termoeléctrica. La evidencia de la presencia de estos genes en bacterias Gram
negativas y positivas indica que existe una propagacion de estos genes y que tiene su
origen en entornos tanto perturbado como conservado y que traerd como

consecuencia una diseminacién entre la poblacion.

7.8 Correlacién entre la profundidad, grado de conservacion y salinidad en la
diseminacién de Int 1 y ARGs en bacterias

Se realizé un andlisis de correlacién de las bacterias, tomando en cuenta el grado de
conservacion, la profundidad de las muestras y la salinidad del medio en el que se
aislo (0, 1.5y 3% p/v de NaCl) (Figura 16). En la cual podemos observar que existe la
presencia del gen intl en sitios perturbados. Las cepas aisladas en sitios perturbados
tienen una mayor proporcién de cepas con Int por eso es positiva esa correlacion.
Claramente se observan que los valores de correlacion son muy pequefios. Al igual

que en los resultados de sedimentos, la profundidad sigue teniendo un papel muy
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importante en la diseminacion de genes, como en el caso de sul2, blaCTX-M, gnrS,
blavVIM, vanA, sull tiene una correlacion significativa (p<0.05), a una mayor

profundidad menor es la presencia de estos genes.

Otro constituyente altamente relevante en este caso es la salinidad, es uno de
los factores abidticos mas importantes, pues se tiene documentado que ejerce una
gran influencia en la propagacion de ARGs (Tan et al., 2019). Se utilizé6 como un factor
para el aislamiento de las cepas bacterianas para poder determinar la capacidad de
bacterias para crecer en diferente porcentaje de salinidad, de donde se tomaron
distintas concentraciones de NaCl, para poder determinar la correlacién que existe con

la abundancia de los genes de resistencia.

El gen sull se correlaciona con la salinidad, es decir que a una alta salinidad
menor es la prevalencia de ARGs, por lo tanto, podria ser un factor importante que
module la distribucién de ARGs (Yin et al., 2019). Previamente se ha reportado que el
gen sull habia disminuido drasticamente su concentracion, gracias a que se agrego
salinidad de 20 a 45 ppt, pero también hay que tomar en consideracion que sull tanto
en agua como en sedimentos disminuye la salinidad cuando se promueve la
eliminacion de plasmidos (Shen, 2020). En cuanto a los demas genes, no existe una
buena correlacion en cuanto a este factor. Incluso en algunos genes como blaKPC,
solo se presentd en el sitio perturbado y fue a una profundidad de 30 a 50 cm. Se
observa que en el caso de blaNDM y blaVIM, tienen alta correlacion, cuando esta uno

esta el otro, como se menciond en resultado de sedimentos.

Existe evidencia que, entre distintos factores del suelo, la salinidad impone una
presion selectiva sobre la evolucién de las comunidades bacterianas. La literatura
actual nos habla de distintas direcciones que tiene la salinidad, por ejemplo, se ha
encontrado que la salinidad no afecta la existencia de bacterias resistentes, pero si de

genes de resistencia (Shen, 2020).
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Figura 16: Correlograma de muestras de bacterias, considerando el grado de conservacion, la

profundidad y los genes de resistencia a antibiéticos.

7.9 Anédlisis de Componentes Principales de los Genes de Resistencia a
Antibiéticos y profundidad en bacterias

Con el fin de identificar mejor la relacion entre diseminacion de los genes de resistencia
en los sitios de los manglares y la profundidad de los aislamientos bacterianos, los
datos fueron analizados mediante analisis de componentes principales, que ayuda a
identificar asociaciones que son dificiles de ver a simple vista, como se muestra en la
Figura 16.

La relacion de la distribucién de los genes de resistencia a antibidticos de las
muestras analizadas y su profundidad con los tres primeros componentes identificado
por PCA, se muestran en la Figura 17. Los tres primeros componentes explicaron el
56.7% de la variacion de los datos; PC1 explicé 23.2% de la variacion, mientras que
PC2 considero el 17.6% y PC3 el 15.9% de la variacion de los datos. El analisis
demostré que los datos no se agruparon estrechamente, se ve muy poco la agrupaciéon

de cada una de las profundidades, en especial la profundidad de 15-30 cm.

59



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Con el fin de comparar la presencia de los ARGs en los sitos perturbado y
conservado se muestra el analisis de PCA de tal manera que con el andlisis anterior
se pueda observar si existe una diferencia en la agrupacion (Figura 18). Se muestra
las puntuaciones de los tres primeros componentes considerando el grado de
conservacion de las muestras analizadas. Los primeros tres explicaron el 56.7% de la
variabilidad de los datos. ElI PC1 explicé el 23.2% de las variaciones, mientras que el
PC2 explico el 17.6% y el PC3 el 15.9% de la variacion total. Si se ve una relacion pero
no hay una clara separacion de las muestras del sitio perturbado y conservado. No se

puede decir que en el sitio perturbado hay unos genes y en el conservado no existe.

Profundidad
L J 0-15em
u 15-30 em
* 30-50 cm

L 2
PC3 (15.9%) *
4}

B
PC2 (17.6%)

PC1 (23.2%) :
Figura 17: Andlisis de Componentes principales (PCA) de los genes de resistencia frente a la

profundidad de las bacterias aisladas. Se muestran las puntuaciones de cada profundidad para los

tres primeros PCA.
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Figura 18: Andlisis de Componentes principales (PCA) de los genes de resistencia frente al sitio
conservado y sitio perturbado de las bacterias aisladas. Se muestran las puntuaciones de cada

profundidad para los tres primeros PCA.
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio proporciond datos sobre la prevalencia de diversos genes
de resistencia a antibidticos en los sedimentos y bacterias de un manglar de Baja
California Sur. De todos los genes evaluados, intl, sull, sul2 , blaCTX-M y vanA fueron
los més prevalentes en sedimentos y bacterias, con tendencia creciente al impacto
antropogénico, siendo el gen menos prevalente blakKPC. Factores como la salinidad
del medio en el que se aislaron y la profundidad mostraron fuertes correlaciones con
la distribucion de ARGs, ademas de que el integron tuvo una correlacién significativa
en cuanto a sull, tanto en sedimentos como en bacterias. Estos hallazgos tienen
implicaciones para la salud publica considerando la posible transmision de ARGs
ambientales a patdogenos humanos o comensales en condiciones de estrés.
Comprender las tensiones ambientales que mantienen el resistoma ambiental es
esencial para el desarrollo de estrategias efectivas para minimizar la diseminacion de
ARGs.
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10. ANEXOS
Anexo |. Protocolo de extraccion de ADN de cepas bacterianas
PROTOCOLO: ZymoBIOMICSTM DNA Miniprep Kit

1. Adada la muestra a un tubo ZR BashingBead lysis tubes (0.1 y 0.5 mm). Ahada 750 ul de

ZymoBIOMICS lysis solution al tubo y ciérrelo bien.

Tipo de muestra Cantidad maxima
Heces 200 mg
Suelo 250 mg
Muestras liquidas 250 pL
Células 50-100 mg
Muestras en DNA/RNA <1ml

2. Dar vortex a maxima velocidad por = 5 min dependiendo el tipo de muestra. (Nota: El tiempo
de procesamiento variara en funcién de la muestra y del mezclador utilizado).

3. Centrifugar los tubos ZR BashingBead lysis tubes (0.1 y 0.5 mm) en una microcentrifuga a
= 10.000 x g durante 1 min.

4. Transfiera hasta 400 ul del sobrenadante al filtro Zymo-Spin IlI-F filter en un tubo de
recoleccién y centrifugue a 8,000 x g durante 1

5. Preparacién de la “union”.

Heces y muestras que no
son de suelo

Muestras de suelo

Afade 1,200 pl de
ZymoBIOMICS DNA
binding buffer al filtrado en
el tubo de recoleccion del
paso 4. Mezclar bien.

Afada 800 ul de
ZymoBIOMICS DNA
Binding buffer y 400 ul de
etanol 95% al filtrado en el
tubo de recoleccion del paso
4

Mezclar bien.

6. Transfiera 800 pl de la mezcla del paso 5 a una columna Zymo-Spin IICR Column en un
tubo de recoleccién y centrifugue a 10,000 x g durante 1 min.

7. Descarte el flujo a través del tubo de recoleccion y repita el paso 6.

8. Anada 400ul de ZymoBIOMICS DNA Wash buffer 1 a la columna Zymo-Spin IICR column

en un nuevo tubo de recoleccion y centrifugue a 10,000 x g durante 1 min. Descarte el flujo.
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9. Afdada 700pl de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 2 a la columna Zymo-SpinTM [ICR
Column en un tubo de recoleccién y centrifugue a 10,000 x g durante 1 min. Descarte el flujo.
10. Anada 200ul de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 2 a la columna Zymo-SpinTM IICR
Column en un tubo de recoleccion y centrifugue a 10.000 x g durante 1 min.

11. Transfiera la columna Zymo-Spin IICR column a un tubo limpio de 1.5 ml y afiada 100 pl
(50 pl minimo) de agua ZymoBIOMICS DNase/RNase Free Water directamente a la matriz de
la columna e incube durante 1 min. Centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto para eluir el
ADN.56

5 En algunos casos se puede formar un pellet de color marrén en el fondo del tubo después de
la centrifugacion. Evite este pellet cuando recoja el ADN eluido.

6 Si se procesaron cultivos de hongos o bacterias, el ADN es ahora adecuado para todas las

aplicaciones posteriores.

12. Colocar un filtro Zymo-SpinTM IlI-HRC filter en un nuevo tubo de recogida y afiadir 600 ul
Solucién ZymoBIOMICS HRC prep solution. Centrifugar a 8,000 x g durante 3 min.
13. Transfiera el ADN eluido (Paso 11) a un filtro Zymo-Spin IlI-HRC filter preparado en un

tubo limpio de 1.5 ml y centrifugue a 16.000 x g exactamente durante 3 min.

El ADN filtrado es ahora adecuado para la PCR y otras aplicaciones posteriores.
Para revisar con mayor detalle, video del protocolo: ZymoBIOMICS DNA
Miniprep Protocol https://www.youtube.com/watch?v=qgi4JUSmmJo

Anexo Il. Segundo protocolo de extraccion de ADN (cepas)
PROTOCOLO: Nucleo spin triprep

Antes de iniciar la preparacion:

» Compruebe si Buffer DNA Wash, Wash Buffer RA3, rDNase y Reducing Agent TCEP

1. Homogeneizar muestra

Romper hasta 30 mg de tejido humano / animal o hasta 100 mg de tejido vegetal (para métodos
de homogeneizacion ver seccion 2.3). Hasta 5 x 106. Las células eucariotas cultivadas son

recolectadas por centrifugacion y lisado mediante la adicién de tampdn RP1 directamente.

2. Muestra de Lisis
Anada 350 pL de tampon RP1y 3,5 pL de R-mercaptoetanol (B-ME) al sedimento celular o al

tejido molido y al vértice vigorosamente.
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Nota: Como alternativa a 3-ME, el agente reductor DTT o Se puede utilizar TCEP. Utilice una
concentracion final de 10 a 20 mM DTT o TCEP dentro del Lysis Buffer RP1 (p. Ej., Ad 7-14
pL de una solucién de DTT o TCEP de 500 mM). + 350 uL RP1 + 3,5 uL de 3-ME

3. Filtrado lisado
Reducir la viscosidad y aclarar el lisado mediante filtracion

Filtro NucleoSpin®: Coloque el filtro NucleoSpin® (violeta anillo) en un tubo recolector (2 mL),

apligue la mezcla y centrifugar durante 1 min a 11.000 x g.

El lisado se puede pasar alternativamente = 5 veces a través una aguja de 0,9 mm (calibre 20)

colocada en una jeringa.

En caso de formacién de granulos visible (dependiendo de la muestra cantidad y naturaleza),
transfiera el sobrenadante sin sedimento formado a un nuevo tubo de centrifuga de 2 ml (no

incluido).

Importante: Para procesar mayores cantidades de células (> 1 x 106) o tejido (> 10 mg),
primero se debe homogeneizar el lisado utilizando la aguja de 0,9 mm (calibre 20), seguido de
filtracion a través del filtro NucleoSpin®. 1 minuto 11.000 x g MACHEREY-NAGEL - 04/2018,
Rev.06 19 NucleoSpin® TriPrep

4. Ajustar las condiciones de uniéon de ADN y ARN
Deseche el filtro NucleoSpin® y agregue 350 pL de etanol (70%) al lisado homogeneizado y

mezclar pipeteando y hacia abajo (aproximadamente 5 veces).

Alternativamente, transfiera el flujo a un nuevo filtro de 1,5 ml. tubo de microcentrifuga (no

incluido), agregue 350 uL de etanol (70%) y mezclar con vortex (2 x 5 s).

Después de la adicién de etanol, puede formarse un precipitado fibroso. visible que no afectara
el aislamiento del ARN. Cerciorarse para desagregar cualquier precipitado mezclando y
cargando todos los el precipitado desagregado en la columna como se describe en el paso 5.
No centrifugue en esta etapa para evitar sedimentacién de cualquier precipitado. + 350 pL
EtOH al 70%

Mezcla

5. Unir ADN y ARN
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Para cada preparacién, tome un NucleoSpin® TriPrep Columna (anillo azul claro) colocada en
un tubo colector y cargar el lisado. Centrifugar durante 30 sa 11.000 x g. Sitio la columna

NucleoSpin® TriPrep en un nuevo tubo de recoleccion (2 ml).

El ARN y el ADN estan unidos a la membrana de la columna. La proteina esta
fluyendo.Capacidad de carga maxima de las columnas NucleoSpin® TriPrep es de 750 pl.

Repita el procedimiento si se van a estar procesado.

Para el aislamiento de ADN y ARN, continte con el paso 6. Se recomienda continuar con el
aislamiento de ADN y ARN. protocolo primero y para realizar la purificacion de proteinas

después. Para el aislamiento de proteinas, recupere el flujo y continde con el paso 12.
La proteina que contiene el flujo continuo es estable durante varios horas a 4-8 ° C

Anexo lll. Protocolo de extraccion de ADN (sedimentos)

Liquids to UV Note:
g;”gh”f%erpat“x Autoclave y UV antes de
Kit: Fast DNA Spin Kit for soils PPS Diw <- new usar
cat #; 6560-200, Q Bio gene SWES en congelador .
( Q gene) después de UV *Unicamente UV
Materiales para muestra de suelo:
Note:
Materiales por muestra de suelo: Papel de pesaje para
Pesar papel (puede que no se use para polvo simple) | gutoclave
1 tubo de lisis de matriz (contiene perlas)

2 tubos con tapon de rosca (2 ml)

1 tubo colector con tubo filtrante *

Agua inyectable previamente uv, luego uv nuevamente antes de usar
1 tubo (2 ml)

Suelo

Peso de aproximadamente 0,5 g de suelo (puede utilizar hasta 0,6 g, especialmente si el
suelo estad humedo)

Pesar tubo matriz. Tome el tubo de matriz, transfiera el polvo al tubo de matriz. Tubo de
matriz de peso

Transferir la muestra de suelo al tubo de lisis de matriz

UV todos los reactivos del kit excepto lisozima, tampon MTy GTC
Abridores de microtubos UV

Extraccion de DNA

1) Agregue 978 pl de fosfato de sodio al tubo matriz que contiene el suelo.

80



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

2) Agregue 122 pl de tampén MT (no UV este reactivo)

3) Agite en el vortex durante 10 min de ajuste alto utilizando un adaptador de voértice de 15
4) Centrifugue 15 min (asegurese de que la arcilla esté en una buena pastilla) a 14, 000 rpm.
5) Coloque el sobrenadante y pipetee en un tubo con tapon de rosca (deje 100 pl para evitar
que se ensucie) deseche las perlas = 800 pl

6) Agregue 250 pl de PPS y mezcle invirtiendo el tubo 10 veces

7) Centrifugar 5 min a 14.000 rpm

8) Tomar el sobrenadante (repetir el paso 5) transferir el sobrenadante a un nuevo tubo con
tapdn de rosca desechar las proteinas del sedimento = 800 ul

9) Agregar 800 pl (o menos si esta arriba de la linea del microtubo) de suspension de matriz
de unién (resuspendio la solucion antes de usarla y mezclar frecuentemente mientras se
usa) y mezclar invirtiendo el tubo durante 2 min.

10) Centrifugar durante 5 s (presionar rapido y dejar subir para orinar y contar 5 segundos) o
dejar reposar durante 30 min.

11) Retirar el sobrenadante y desechar en un sistema de eliminacion de residuos especiales
(botella GTC). ElI ADN esta en pellet. Si esta sobrenadante, agregue 1 ml de GTC al
sedimento, mezcle (toque para resuspender) y centrifugue durante 5 s. repita hasta que el
sobrenadante se vea claro (elimine el sobrenadante).

12) Anada 500 pul de SWES-M a la matriz de uniéon y mezcle. Deslice para resuspender el
granulo

13) Transfiera a tubos de filtro

14) Centrifugar durante 1 min.

15) Sacar el filtro, verter el liquido (poner el filtro de nuevo en el tubo) desechar el liquido
(frasco de GTC).

16) Centrifugar 2 min (solo el filtro en el tubo colector vacio)

17) Transfiera el filtro a un tubo nuevo, déjelo abierto y déjelo reposar durante 5 min -> 7 - 10
min

18) Afiada 50 ul de agua molecular (no utilice la que viene con el kit) justo antes de usarla
(40 pl).

19) Vortex util las perlas ya no se pegan al costado de la columna

20) Centrifugar durante 1 min a 14.000 rpm

21) Tire el filtro

22) Transfiera agua (+ ADN) a un nuevo microtubo = 35 pl

23) Almacenar a-20 ° C
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Kit prices

product Cat# Price

Spin filters 6560-201 51.00

Catch tubes 6560-211 Come with spin filters
Lysing matrix tubes 6914-050 116.00

Sodium phosphate buffer 6560-205 24.00

MT buffer 6511-202 15.00

kit 6560-200 198.00

Anexo IV. Resultados de los controles positivos en la deteccion de genes de
resistencia a antibiéticos en bacterias y sedimentos de un manglar de Baja
California Sur.

Las fuentes de controles positivos incluyen aislados bacterianos previamente
analizados en otras investigaciones. Fueron 4 aislados que se utilizaron como
controles de todos los ARGs.

Controles positivos

E. coli 61 HC qnrS

E. coli 22 HC intl, sull, sul2, blaCTX-M, blakKPC
E. coli2HZ vanA

E. coli 37 HC blaVvIM, blakNDM

Cepa 29 (1.5% NacCl), sitio perturbado tetA

Int 1 blaCTX-M

593 pb
923 pb

1: Marcador de peso molecular 1: Marcador de peso molecular
2: Control negativo 2: Control positivo (E. coli 22 C2)
3: Control positivo (E. coli 22 HC) 3: Control positivo (E. coli 61 HC)
4-8: Muestras 4-9: Muestras
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blaVIM y blaNDM

1: Marcador de peso molecular
2: Control negativo

3: E. coli61HC

4: Control positivo (E. coli 37 HC)
5: E. coli22HZ

6: E. coli15HZ

7:E. coli2gHZ

qnrS
4 5 6 7

1 2 3

1: Marcador de peso molecular
2: Control negativo

3: Control positivo (E. coli61 HC)
4-8: Muestras

blaKPC
1 2 3

4 5

: Marcador de peso molecular
2: Control negativo

3: Control positivo (E. coli 22 HC)
4-5: Muestras

sul1ysul 2
1 2 3 - 5 6 7 8

433 pb —
293 pb ——

1: Marcador de peso molecular
2: Control negativo

3: Muestra

4: Control positivo (E. coli 22 HC)
5-8: Muestras

1: Marcador de peso molecular
2: Control negativo
3: Control positivo (E. coli2 HZ)

tet A
1 2 3 4 5 6

158 pb

1: Marcador de peso molecular
2: Control positivo cepa 29 (1.5%
NaCl), sitio perturbado

83 3-6: Muestras
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Anexo V :Resultado del analisis de la presencia de ARGs en sedimentos del
sitio perturbado (CFE)

Sitio Perturbado (CFE) SEDIMENTOS

Sitio Profundidad intl sull| sul2 | blaCTXM | plakPC qgnrS
1 1 1 0 1 0

Tet A blaVIM blaNDM | Van A
0 1

CFE 4 0-15 1 0
CFE 1 0-15 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1
CFE 2 0-15 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
CFE3 0-15 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1
CFE 5 0-15 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1
CFE 4 15-30 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
CFES5 15-30 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
CFE 3 15-30 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0
CEF 2 15-30 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1
CFE 1 15-30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CFE 2 30-50 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
CFE 4 30-50 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1
CFE 1 30-50 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0
CFE 5 30-50 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
CFE 3 30-50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total + 10 11 14 7 6 7 7 4 5 9
Total - 5 4 1 8 9 8 8 11 10 6

Anexo VI: Resultado del andlisis de la presencia de ARGs en sedimentos del
sitio conservado (SCC)
Sitio Conservado (SCC) SEDIMENTOS

Sitio Profundidad ‘intl‘sull sulz‘ blaCTXM ‘ blakPC qnrS TetA blavVIM @ blaNDM VanA

SCC1 0-15 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1
SCC5 0-15 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1
SCC2 0-15 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1
SCC3 0-15 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
SCC4 0-15 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1
SCC4 15-30 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1
SCC2 15-30 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0
SCC1 15-30 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1
SCC3 15-30 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
SCC5 15-30 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
SCC4 30-50 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
SCC3 30-50 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
SCC1 30-50 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
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SCC5 30-50 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0
SCC2 30-50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total + 9 7 10 8 2 5 6 3 4 8
Total - 6 8 5 7 13 10 9 12 11 7
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Anexo VII. Resultados de la presencia de genes de resistencia a antibioticos y caracteristicas microscoépicas y
macroscopicas de las bacterias aisladas en el sitio perturbado (CFE)

Sitio perturbado (CFE)

sul2 blaCTXM blaKPC | gnrS Tet A blaVIM blaNDM Van A Gram | Colonias Bacilos cocos

17 CFE115-30 10% 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 amarillo | Bacilos
21 CFE1 30-50 10* 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 amarillo | Bacilos
26 CFE2 15-30 10° 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 - amarillo €OCos
28 CFE2 30-50 10° 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 - amarillo | Bacilos
29 CFE2 30-50 10° 2 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 - amarillo | Bacilos
30 CFE2 30-50 10° 3 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 amarrillo | Bacilos
32 CFE30-1510*1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 amarrillo | Bacilos
37 CFE3 15-30 10% 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 - rosa Bacilos
38 CFE3 15-30 10% 2 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 + | amarillo | Bacilos
42 CFE3 15-30 10° 6 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 - amarillo | Bacilos
44 CFE3 15-30 10° 8 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 + amarillo | Bacilos
52 CFE3 30-50 10° 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 + | amarillo | Bacilos
57 CFE40-15 10° 3 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 + amarillo | Bacilos
59 CFE40-1510°5 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 - rosa Bacilos
65 CFE4 15-30 10% 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 - rosa | Bacilos
75 CFE4 15-30 105 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 + | amarillo | Bacilos
82 CFE4 30-50 10* 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 + | amarillo | Bacilos
89 CFES5 0-15 10° 4B 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 + amarillo | Bacilos
98 CFE5 0-15 10*5 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 - rosa Bacilos
101 CFES5 15-30 10° 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 + amarillo | Bacilos
105 CFE5 15-30 10°5 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 + | amarillo | Bacilos
116 CFES5 15-30 10* 8B 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 + amarillo | Bacilos
124 CFE5 30-50 10° 7 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 + amarillo €OCos
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119 CFES5 30-50 10° 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 + amarillo | Bacilos
47 CFE3 15-30 10* 3 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 - amarillo | Bacilos
97 CFE5 0-15 10* 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
3 CFE10-1510°1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 - rosa Bacilos
5 CFE10-15 10%1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 + amarillo | Bacilos
8 CFE1 15-30 10%2 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 - rosa Bacilos
10 CFE1 15-30 10%3B 1 1 1 0 0 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
15 CFE20-1510°1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
16 CFE20-15 10° 2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
20 CFE2 15-30 10* 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
21 CFE230-50 10° 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 - amarillo | Bacilos
24 CFE2 30-50 10* 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 + amarillo | Bacilos
29 CFE30-15 10° 3 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 - rosa Bacilos
33 CFE3 0-15 102 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 - amarillo €OCOS
46 CFE3 30-50 10° 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 + | amarillo | Bacilos
43 CFE3 15-30 10% 4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 amarillo | Bacilos
36 CFE3 15-30 10° 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
48 CFE40-1510°1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 amarillo | Bacilos
49 CFE4 0-15 10° 2 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 + amarillo | Bacilos
59 CFE4 15-30 10* 3 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 - amarillo | Bacilos
62 CFE4 30-50 10° 3 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 + amarillo | Bacilos
69 CFES5 0-15 10° 3 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 + | amarillo €OCoS
85 CFE5 15-30 10* 4A 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 + amarillo €oCos
92 CFES5 30-50 10° 3A 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 - amarillo | Bacilos
41 CFE3 15-30 10% 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 - rosa Bacilos
28 CFE30-15 10° 2 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 + | amarillo | Bacilos
22 CFE10-15 10*1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 + | amarillo | Bacilos
26 CFE1 15-30 10%1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
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32 CFE20-15 10°3 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 amarillo | Bacilos
41 CFE2 30-50 10* 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
43 CFE2 30-50 10° 2A 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 + amarillo | Bacilos
51 CFE30-1510°6 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 - amarillo | Bacilos
57 CFE3 30-50 10* 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - amarillo | Bacilos
60 CFE4 15-30 10° 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 + amarillo | Bacilos
63 CFES5 0-15 10° 2 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 + amarillo | Bacilos
66 CFES5 15-30 10% 2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 + amarillo | Bacilos

Total + 33 29 10 49 1 18 9 23 29 36

Total - 26 30 49 10 58 41 50 36 30 23

Anexo VIII. Resultados de la presencia de genes de resistencia a antibioticos y caracteristicas microscépicas

de las bacterias aisladas en el sitio conservado (SCC).

Sitio Conservado (SCC)

int
1 Cocos

5 SCC10-1510%5 | O 0 0 1 0 0 1 0 0 1 - amarillo | Bacilos
16 SCC20-1510%4 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 + amarillo | Bacilos
27 | SCC215-3010%4 | O 0 0 1 1 0 1 1 1 1 - amarillo | Bacilos
42 | SCC230-5010%7 | O 1 0 0 0 0 0 1 0 0 + rosas Bacilos
43 | SCC230-5010*1 | O 1 0 0 0 0 1 0 0 0 - amarillo Cocos
52 | SCC330-5010*1 | O 0 0 1 0 1 0 0 0 1 + amarillo Cocos
54 SCC40-1510%2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 - amarillo | Bacilos
56 SCC4 0-1510%1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 - amarillo | Bacilos
57 | SCC430-5010%1 | 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 + amarillo Cocos
69 | SCC515-3010*1 | O 1 1 1 0 1 1 0 0 0 + amarillo | Bacilos

12 | SCC115-3010%5 | 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 - amarillo | Bacilos
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49 | SCC230-5010%2 | O 1 0 0 0 1 1 1 1 0 amarillo | Bacilos
59 SCC30-1510*1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 rosas Bacilos
SCC10-1510%6 | O 0 0 1 0 1 1 0 1 1 amarillo | Bacilos
SCC10-1510%7 | O 1 0 1 0 0 1 0 0 1 rosas Cocos
17 | SCC130-5010%33 | O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 amarillo | Bacilos
10 | SCC115-3010%3 | O 1 1 0 0 0 0 1 1 0 amarillo | Bacilos
23 SCC20-1510%2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 amarillo Cocos
27 SCC2 0-15 10% 2 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 amarillo | Bacilos
28 SCC2 0-1510* 3 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 amarillo | Bacilos
34 | SCC215-3010%3 | O 1 1 1 1 0 0 0 0 0 amarillo Cocos
36 | SCC215-301035 | 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 rosas Bacilos
42 | SCC230-5010%1 | O 0 1 1 0 0 0 0 0 1 amarillo Cocos
44 | SCC230-5010%3 | O 0 1 1 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
47 | SCC230-5010%6 | O 1 1 1 0 0 0 1 1 0 amarillo | Bacilos
48 | SCC230-5010%1 | 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 amarillo | Bacilos
51 | SCC230-501044 | 0O 0 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
66 | SCC330-5010%3 | 0O 0 1 0 0 0 1 0 0 0 amarillo | Bacilos
63 | SCC315-3010*1 | O 1 1 1 0 1 0 1 1 0 amarillo | Bacilos
65 | SCC330-5010%2 | O 1 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
68 | SCC330-5010*2 | O 1 1 0 0 0 0 0 0 1 amarillo Cocos
73 SCC4 0-1510%1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 amarillo | Bacilos
75 | SCC415-3010*1 | O 1 1 1 0 0 1 1 1 0 amarillo | Bacilos
80 | SCC430-5010*1 | O 1 1 1 0 0 0 0 0 0 amarillo Cocos
81 | SCC430-5010%2 | O 1 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
82 SCC50-1510%1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
93 | SCC515-3010%6 | O 0 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
94 | SCC530-5010%1 | O 1 1 0 0 0 0 0 0 0 amarillo | Bacilos
3% |
13 | SCC115-30103 | O 0 0 1 0 1 0 1 1 1 amarillo | Bacilos
10 | SCC115-3010%3 1 0 0 0 1 amarillo | Bacilos
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12 | SCC115-301042 | O 0 0 1 0 0 1 1 1 1 + amarillo cocos
24 SCC20-1510%2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 - amarillo | Bacilos
25 SCC2 0-15 10* 3 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 - amarillo | Bacilos
26 | SCC20-1510*4 | O 0 0 1 0 1 1 1 1 1 - amarillo | Bacilos
36 | SCC230-5010%2 | O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 + amarillo | Bacilos
38 | SCC230-5010%4 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - amarillo | Bacilos
41 | SCC230-5010*1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + amarillo | Bacilos
44 | SCC230-5010%4 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - amarillo | Bacilos
59 | SCC330-5010%4 | 0O 0 0 0 0 0 1 0 0 0 + amarillo | Bacilos
61 SCC4 0-1510%2 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 - amarillo | Bacilos
65 | SCC430-5010%2 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 + amarillo | Bacilos
67 SCC5 0-1510%2 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 + amarillo | Bacilos
68 SCC5 0-15 10% 3 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 + amarillo | Bacilos
77 | SCC515-3010*3 | O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 - amarillo | Bacilos

Total + 4 20 21 32 2 14 19 23 24 21

Total - 50 34 33 22 52 40 35 31 30 33

0: No existe la presencia del gen
1: Existe la presencia del gen

+: Bacteria Gram positiva

-: Bacteria Gram negativa
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