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Resumen

La acuicultura ha experimentado un crecimiento acelerado en los ultimos afios, pero la
camaronicultura a gran escala ha estado vinculada a problemas ambientales y enfermedades,
especialmente en cultivos intensivos. Por ello, el objetivo principal del estudio es comprender
los mecanismos de transferencia, asi como identificar y caracterizar los genes asociados a la
virulencia y resistencia antimicrobiana en Vibrio sp. desarrollando herramientasy estrategias
de identificacidn y resolucion de problemas relacionados con enfermedades patégenas en
acuicultura. En este estudio, se aislaron 10 cepas de Vibrio sp. de sistemas de cultivo de
Penaeus vannamei que mostraban signos de vibriosis, seleccionando 6 cepas resistentes a
antibidticos para pruebas adicionales. Las pruebas de susceptibilidad antibiética revelaron una
variabilidad significativa en la resistencia entre las cepas; la cepa T13P mostrd una marcada
resistencia a la oxitetraciclina (MIC de 256 pg/ml), mientras que la cepa T25 mostré
resistencias elevadas al florfenicol (512 pg/ml) y la furazolidona (128 pg/ml). El analisis
gendmico basado en el gen 16S rRNA identificd una cepa como V. parahaemolyticus (T13P) y
cinco cepas como V. diabolicus (T13N, T25P, T35, T63, T63N). Los analisis de hibridacién y
comparacion genémica mostraron una alta similitud entre las cepas de la misma especie,
mientras que el ensamblaje gendmico con A5 generd mejores resultados en cuanto al nimero
y longitud de los contigs. Los mapas gendmicos revelaron la presencia de diversos genes de
resistencia a antibidticos, como el vanT-vanG cluster, vanY-vanB cluster, tet(35), TxR, blacars-
42, blacars-1s, rsmA, adeF, CRP, tet(B) y tetR. Ademas, se identificé un plasmido en la cepa T13P
con genes de virulencia y resistencia, con alta similitud a plasmidos de otras cepas del género
Vibrio. El analisis de profagos mostré la presencia de fagos en la mayoria de las cepas, excepto
en T35 y T13N. Los andlisis de tipificacion multilocus de secuencias (MLST) revelaron
relaciones genéticas cercanas entre las cepas mexicanas y cepas de origen chino y asiatico,
independientemente de la especie analizada.
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Summary

Aquaculture has experienced rapid growth in recent years, but large-scale shrimp farming has
become associated with environmental problems and diseases, especially in intensive
farming. The main objectives of this study are to understand the mechanisms of transfer, as
well as to identify and characterize genes associated with virulence and antimicrobial
resistance in Vibrio sp., and to develop tools and strategies for the identification and
resolution of issues related to pathogenic diseases in aquaculture. In this study, ten strains of
Vibrio sp. were isolated from Penaeus vannamei culture systems showing signs of vibriosis,
with six antibiotic-resistant strains selected for further testing. Antibiotic susceptibility tests
revealed significant variability in resistance among the strains, with strain T13P showing
marked resistance to oxytetracycline (MIC of 256 ug/ml), while strain T25 exhibited high
resistance to florfenicol (512 ug/ml) and furazolidone (128 pg/ml). Genomic analysis based on
the 16S rRNA gene identified one strain as V. parahaemolyticus (T13P) and five strains as V.
diabolicus (T13N, T25P, T35, T63, T63N). Hybridization and genomic analyses showed high
similarity among strains of the same species, whole genome assembly using A5 yielded better
results in terms of contig number and length. Genomic mapping revealed the presence of
various antibiotic resistance genes, such asthe vanT-vanG cluster, vanY-vanB cluster, tet(35),
TXR, blacars-a2, blacars-18, rsmA, adeF, CRP, tet(B), and tetR. Additionally, a plasmid carrying
virulence and resistance genes was identified in strain T13P, showing high similarity to
plasmids found in other Vibrio strains. Prophage analysis indicated the presence of phages in
most strains, except T35 and T13N. Multilocus sequence typing (MLST) analysis revealed close
genetic relationships between Mexican strains and strains of Chinese and Asian origin,
irrespective of the species analyzed.

Keywords: Resistance, antimicrobials, Vibrio, Penneus vannamei, genomes.
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Glosario

Acuicultura: Cultivo de especies acuaticas vegetales y animales en instalaciones controladas,
como estanques, tanques o jaulas, con el objetivo de producir alimentos u otros productos
comerciales.

Camaronicultura: Rama de la acuicultura enfocada en el cultivo y produccion de camarones
en estanques o instalaciones acuicolas, utilizando técnicas como la siembra de larvas,
suministro de alimento y control del ambiente acuatico.

Vibriosis: Enfermedad bacteriana causada por bacterias del género Vibrio, afectando
principalmente a organismos acuaticos como peces, moluscos y crustaceos. Puede causar
lesiones, septicemia y mortalidad masiva en poblaciones susceptibles.

Penaeus vannamei: Especie de camardn blanco nativa del Pacifico oriental, ampliamente
cultivada a nivel comercial en granjas camaronicolas debido a su rapido crecimiento, alta tasa
de supervivencia y adaptabilidad a diversos sistemas de cultivo.

Susceptibilidad antibidtica: Capacidad de un antibidtico para inhibir el crecimiento o causar
la muerte de una cepa bacteriana especifica. Se determina mediante pruebas de sensibilidad
in vitro.

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC): Concentracién mds baja de un antibidtico que inhibe
completamente el crecimiento visible de un microorganismo después de una incubacién de
24 horas. Se utiliza para determinar la susceptibilidad antibidtica.

Gen 16S rRNA: Gen que codifica para el componente ribosémico 16S de la subunidad pequefia
del ribosoma bacteriano. Se utiliza como marcador molecular para la identificacién y
clasificacion de especies bacterianas debido a su conservacién evolutiva.

Hibridacion: Proceso de formacién de duplex de dcidos nucleicos mediante el apareamiento
de bases complementarias entre dos cadenas de ADN o ARN. Se utiliza en técnicas de biologia
molecular para detectar secuencias especificas.

Ensamblaje gendmico: Proceso computacional de ensamblar y ordenar fragmentos de
secuencias de ADN obtenidos de la secuenciacién de genomas para reconstruir secuencias
gendmicas completas.

Contig: Secuencia de ADN reconstruida a partir de la superposicion y ensamblaje de multiples

fragmentos o lecturas de secuenciacidn que se superponen entre si.
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Mapa gendmico: Representacion visual y anotada de la organizacién y caracteristicas de un
genoma, incluyendo la ubicacién de genes, operones, regiones codificantes y no codificantes,
asi como otros elementos genéticos.

Gen de resistencia: Segmento de ADN que codifica proteinas o mecanismos que confieren
resistencia a uno o mas antibidticos u otros agentes antimicrobianos a un microorganismo.
Profago: Virus bacteriéfago que se ha integrado en el genoma de una bacteria huésped,
permaneciendo en estado latente hasta que se induce su ciclo litico para producir nuevas
particulas virales.

Plasmido: Molécula de ADN extracromosdmico capaz de replicarse de forma auténoma
dentro de una célula bacteriana. Pueden portar genes que confieren caracteristicas
adicionales, como resistencia a antibioticos o factores de virulencia.

Analisis MLST: Tipificacion de secuencias multilocus, método de tipificacion molecular que
caracteriza cepas bacterianas mediante el analisis de secuencias de varios genes
seleccionados.

Patégeno: Microorganismo capaz de causar enfermedades en otros organismos vivos al
invadir sus tejidos y producir toxinas o dafiar sus células.

Virulencia: Grado de patogenicidad de un microorganismo, es decir, su capacidad para causar
enfermedad en un huésped susceptible. Depende de factores como la produccién de toxinas,
adhesinas y otros mecanismos de invasién y evasion del sistema inmune.

Resistencia antibidtica: Capacidad adquirida por un microorganismo para resistir los efectos
inhibitorios o letales de uno o mas antibiéticos, mediante mecanismos genéticos que pueden
transmitirse a otras generaciones.

Transferencia génica horizontal: Proceso por el cual los genes se transfieren entre
organismos, incluso de diferentes especies, a través de mecanismos como la conjugacion,
transformacion o transduccion, permitiendo la adquisicidon de nuevos rasgos genéticos.
Transposon: Secuencia de ADN movil capaz de cambiar de posicion dentro del genoma de un
organismo mediante un mecanismo de corte y reinsercion, frecuentemente asociado con la
transferencia de genes de resistencia.

Claster génico: Grupo de genes adyacentes en un genoma que estdn involucrados en una
misma funcidén o ruta metabdlica, co-regulados y generalmente transferidos como una unidad.
Bomba de flujo: Proteina de membrana presente en bacterias que actla como un sistema de
expulsion, removiendo activamente sustancias téxicas, antibidticos u otros compuestos del

interior de la célula bacteriana, contribuyendo a la resistencia antimicrobiana.
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Tipificacion molecular: Conjunto de técnicas basadas en el andlisis de acidos nucleicos o
proteinas que permiten caracterizar y diferenciar cepas bacterianas a nivel molecular, como

la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), MLST, MLVA, entre otras.



1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios el camardn, como producto alimenticio desempefia un papel
fundamental en el comercio global, en los Ultimos afios, ha experimentado un notable
aumento en su demanda, acompafado de un incremento significativo en su precio a nivel
internacional, impulsando de manera exponencial el crecimiento de las exportaciones de
camarén de todo el mundo (Gephart et al., 2023). Sin embargo, este aumento en la demanda
también ha planteado desafios importantes relacionados que se relacionan principalmente
con la sostenibilidad y conservacion de las poblaciones naturales de camarédn, la
sobreexplotacidon del camardn silvestre ha sido una preocupacién creciente durante las
ultimas décadas, debido a los bajos registros en la captura natural, lo que ha generado graves
problemas ambientales en muchas regiones costeras a nivel mundial (Figueredo et al., 2020).
Ante esta situacion y la creciente demanda la acuicultura ha surgido como una alternativa
prometedora para abastecer el mercado con camardn de manera mas sostenible, sin dejar de
satisfacer la demanda global, este cambio ha marcado una evolucion significativa en la
produccion a nivel mundial, pasando de los métodos tradicionales de cultivo a sistemas
acuicolas intensivos, mas eficientes, controlados y con mayores niveles de procesamiento

(Emerenciano et al., 2022).

Para el sector mexicano el cultivo de camardn ha tenido un impacto notable en la economiay
el desarrollo de ciertas regiones, especialmente en la costa noroeste del Pacifico, el cual a
partir de mediados de la década de 1980, se centrd inicialmente en la extracciénde la especie
Litopenaeus stylirostris (Santiago et al., 2009), sin embargo con el tiempo, esta especie fue
reemplazada por el camarén blanco Penaeus vannamei, debido a su mayor adaptabilidad y
rentabilidad en los sistemas de cultivo. En las Ultimas décadas, México ha sido testigo de una
disminucion significativa en la captura de camardn silvestre en sus costas mientras que la
produccion acuicola ha experimentado un crecimiento exponencial (Berlanga-Robles et al.,
2022). Por ello el camardn blanco se ha convertido en la especie mas ampliamente cultivada
en el pais, no solo por su valor econémico, sino también por su facilidad de manejo y los
excelentes resultados que ofrece en términos de produccidn y adaptabilidad. Para el pais los

principales productores mexicanos se concentran principalmente en estados como Sonora,
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Sinaloa, Baja California Sur, Baja California Norte y Nayarit, los cuales contribuyen de manera
significativa a la economia regional y nacional, estas regiones no solo ofrecen condiciones
climaticas propicias para el cultivo de camardn, sino que también cuentan con la
infraestructura necesaria y la experiencia acumulada para llevar a cabo esta actividad de

manera exitosa (Noguera-Munoz et al., 2021).

Debido a los grandes niveles de procesamiento aunado a las condiciones ideales en los
sistemas de produccion, el uso de farmacos surgié como una alternativa para controlar el
riesgo de infeccion que cada vez fueron mas comunes, pero el uso intensivo y continuado de
antibidticos en las Ultimas décadas ha generado problemas tanto ambientales como de salud
publica a nivel mundial. Hoy en diala resistencia a los antimicrobianos es una de las principales
consecuencias del abuso a los farmacos, la cual ha propiciado la aparicionde cepas bacterianas
resistentes que desafian los tratamientos convencionales, complicando el manejo de
enfermedades no solo en los organismos acuicolas, sino también en los sistemas acuicolas
natura e incluso su aparicion en humanos (Bondad-Reantaso et al., 2023). Esta resistencia
puede provocar graves impactos en la salud que incluyen alteraciones en la microbiota
intestinal humana, que a su vez resultan en cambios metabdlicos y en casos extremos,
intoxicaciones generalizadas, adema3s, la resistencia a los antibidticos tiene repercusiones
significativas en los ambientes acudticos donde, la persistencia de estos compuestos puede
afectar la biogeoquimica de los sedimentos y conducir a la acumulacion de residuos quimicos

nocivos (Miranda et al., 2022).

Estos cambios pueden alterar las comunidades microbianas y la biodiversidad del entorno
donde se encuentren, generando problemas ecoldgicos y reduciendo la calidad del agua y
trayendo consigo efectos a largo plazo en la salud de los ecosistemas acuaticos (Lin et al.,
2023). En México, algunos de los antibidticos comunmente utilizados para controlar
enfermedades bacterianas en la acuicultura incluyen la oxitetraciclina, florfenicol y
enrofloxacina (Estrada et al., 2023). Internacionalmente se recurre también a fdrmacos como
clortetraciclina, quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, acido oxolinico, perfloxacina,
gentamicina y tiamulina (Chauhan y Punia, 2023), pero la eleccién y uso de estos
antimicrobianos deben ser manejados con extremo cuidado, para evitar la propagacion de

resistencia antibidtica asegurando que las précticas de tratamiento no solo sean eficaces, sino
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también sostenibles y seguras tanto para el ambiente como para el consumo humano

(Agerstrand et al., 2023).

Sin embargo, el uso excesivo y prolongado de estos antibidticos ha generado una
preocupacion creciente, la resistencia a los antibioticos es resultado de la capacidad de los
microorganismos para evitar y contrarrestar los efectos de los antibidticos (Yang et al., 2020).
Dicha resistencia puede ser desarrollada a través de diversos mecanismos a nivel celular,
donde cada uno de ellos representa un desafio Unico para la eficacia de los tratamientos. Uno
de estos mecanismos implica la modificacién del blanco del antibidtico, donde las bacterias
pueden alterar las estructuras celulares especificas las cuales son el objetivo de los
antibidticos, impidiendo asi que estos ultimos presenten accion terapéutica (Zhang y Cheng,
2022). Otro mecanismo comun es la disminucion de la permeabilidad celular al antibiético, lo
que reduce la cantidad de antibidtico que puede penetrar en la bacteria y, por lo tanto, su
disminucion su efectividad. Ademads, algunas bacterias han desarrollado mecanismos de
resistencia antimicrobiana, por ejemplo, sistemas de bombas de eflujo, las cuales actian
expulsando activamente los antibioticos, que pueden ser de diferentes familias quimicashacia
el exterior de la célula antes de que puedan tener un efecto letal. Otro mecanismo importante
es la produccién de enzimas que degradan el antibidtico, esto provoca que su efecto se
nulifigue y por ende su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano o eliminar las
bacteriassea inexistente, estas enzimas logran descomponer los antibidticos en componentes
inactivos, neutralizando asi su efecto terapéutico. De manera general estos mecanismos de
resistencia no solo permiten a las bacterias evadir la accion de los antibidticos, sino que
también pueden ser transferidos entre diferentes bacterias a través de la transferencia

horizontal de genes (Patel et al., 2010; Munita et al., 2016).

El impacto de la resistencia a los antibiéticos afecta incluso a nivel genético, alterando incluso
a laregulacion de la expresion génica y en consecuencia afectando negativamente a procesos
crucialescomo latranscripcion, ademas de ellocuando la resistencia es adquirida las bacterias
pueden intercambiar genes que confieren resistencia con otros organismos mediante
procesos como la transferencia horizontal, mecanismos como la conjugacion, transduccién y
transformacion, los cuales permiten la rapida propagacién de genes de resistencia entre
poblaciones bacterianas, debido al flujo constante y activo de genes. Aunado a eso un punto

importante de abordar es la relacién entre los plasmidos y los profagos, hoy en dia se sabe
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que los profagos pueden participar activamente en la regulacion de genes, los cuales pueden
ser activados bajo ciertas condiciones y comenzar a replicarse dentro de la bacteria huésped
(Braetz et al., 2023). Durante este proceso los profagos pueden llevar consigo genes de
resistencia a los antibidticos, que posteriormente pueden ser transferidos a otros
microorganismos a través de la replicaciény la lisis celular, esta interaccién entre plasmidos y
profagos amplifica aun mas la capacidad de las bacterias para adquirir y diseminar genes de
resistencia, aumentando la complejidad del problema de la resistencia antimicrobiana (Nepal

etal., 2023).

Uno de los géneros bacterianos masimportantes dentro de los sistemas de cultivo es Vibrio,
el cual comprende especies patdgenas de granimportancia en ambientes acudticos y marinos,
siendo responsables de diversas enfermedades en humanos y organismos acuaticos, la
resistencia a los antibidticos en este género representa un desafio significativo debido a su
capacidad para adquirir y transferir genes de resistencia a través de mecanismos de
transferencia horizontal, varios estudios han documentado la presencia de genes de
resistencia a multiples antibioticos en especies como Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus
y Vibrio vulnificus, los cuales se encuentran comunmente en plasmidos y transposones,
facilitando su transferencia a otras cepas y especies (Broberg et al., 2011; Molina-Gonzalez et
al., 2014). Ademas, se ha observado que, para especies del género, la presencia de profagos
desempefia un papel importante en la propagacion de la resistencia a los antibidticos,
transportando genes de resistencia y contribuyendo a su diseminacion entre las poblaciones

bacterianas (Hossain et al., 2020).

La especie Vibrio parahaemolyticus es una de las mas relevantes dentro del género Vibrio, la
cual es una especie marina patégena de gran importancia en la acuicultura, ya que puede
provocar enfermedades graves en diversos organismos acudticos. Uno de los aspectos mas
relevantes de su patogenicidad radica en la presencia de los genes pirAB, responsables de
codificar la toxina PirA/PirB (Xiao et al.,, 2017), esta toxina es la responsable de la
Enfermedades de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND), que resulta en la rapida
destruccion de las células del hepatopancreas, llegando a causar entre un 70% y un 100% de
mortalidad, lo que ha resultado en grandes pérdidas econémicas desde su aparicion (Soto-
Rodriguez et al., 2022). La resistencia a los antibidticos en V. parahaemolyticus representa un

desafio significativo en esta industria debido a su capacidad para adquirir y diseminar genes
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de resistencia. Varios estudios han informado sobre la presencia de cepas resistentes a
multiples antibidticos, principalmente contra aquellos comunmente utilizados en acuicultura,

como las tetraciclinas, las quinolonas y los B-lactamicos (Molina-Aja et al., 2002).

La adquisicion de genes de resistencia en V. parahaemolyticus puede ocurrir a través de
diversos mecanismos, incluyendo la transferencia horizontal de genes mediante plasmidos,
integrones, transposones y fagos. Estos elementos genéticos mdviles actian como vehiculos
para la diseminacién de la resistencia a los antibidticos, permitiendo que las bacterias
adquieran rapidamente nuevos genes de resistencia de otras cepas o especies. Hoy en dia se
sabe que la presencia de estas cepas resistentes de V. parahaemolyticus en granjas acuicolas
puede conducir a infecciones dificiles de tratar, altas tasas de mortalidad y pérdidas
econdmicas significativas en la acuicultura. Estas cepas resistentes pueden proliferar
rapidamente en los estanques de cultivo, causando brotes de enfermedades que son
resistentes a los antibidticos comunmente utilizados, lo que dificulta el control y el

tratamiento de las infecciones (Parthasarathy et al., 2021).



2. ANTECEDENTES

Las primerasinvestigaciones cientificasen el estudio de enfermedades que afectan al camardn
se remontan al inicio del siglo XX, Angier (1912) llevé a cabo investigaciones pioneras que se
centraron en describir los procesos infecciosos generales que afectaban a estos crustaceos.
No obstante, estas primerasinvestigaciones fueron en su mayoria descriptivas y carecieronde
un enfoque especifico en la capacidad de los agentes antimicrobianos para controlar el
crecimiento bacteriano en camarones. No fue sino hasta mitad del siglo (50-60°s) donde se
realizaroninvestigaciones relacionadas con la capacidadinhibitoria de crecimientobacteriano
en camarones de cultivo, Waters et al., en 1969 observaron la capacidad del nitrofurano vs la
clortetraciclina, registrando para el momento que eran necesarias mayores concentraciones
de antibidtico o en su defecto combinaciéon de farmacos para detener el crecimiento
bacteriano, siendo la clortetraciclina el antibidtico mas eficazy ademds de necesitar alrededor

de 20 pg para suprimir el crecimiento en el mismo grado.

2.1 Resistencia a antimicrobianos en vibrios

Afios mas tarde se realizaron una de las primeras investigaciones en relacion con la causa de
altas mortalidades en cultivos de camardn, Karunasagar et al., en 1994 analizaron la causa de
muerte masiva de larvas de Penaeus monodon, encontrando que V. harveyi aislado de las
larvas fueron causantes del proceso infeccioso, las cuales estaban ausentes en huevos y
nauplios sanos. Los resultados encontrados identificaron a presuntivamente a V. harveyi como
bacteria resistente a distintos antibidticos a pesar de que estos ya habian sido utilizados
previamente en los cultivos y que V. harveyi habia estado colonizando tanques de larvasdesde
tiempo atras. Aldermany Hastings (1998) investigaron el impacto sobre el uso de antibidticos
en la acuicultura de camarones, enfocado principalmente en el desarrollo de resistenciay los
potenciales riesgos para el consumidor, e incluso analizaron el posible peligro sobre la

transferencia genética de dicha resistencia a los consumidores humanos.

Con la llegada de nuevas tecnologias a México, uno de los primeros estudios enfocados en el
seguimiento de plasmidos, fue realizado por Molina-Aja et al., (2002) quienes investigaron la
presencia de plasmidos y su relacién con la resistencia a antibiéticos en cepas aisladas de

camarones peneidos enfermos, especificamente de dérganos y tejidos representativos,
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provenientes de brotes y recolectados en varias regiones del noroeste de México. El analisis
reportd que el 80% de las cepas sometidas a pruebas, contaban con 11 plasmidos comunes,
donde 70% fueron multirresistentes a carbenicilina y ampicilina encontrandose una
correlacion significativa. Posteriormente Devi et al., (2009) reportan la resistencia a los
antibidticos y perfilado de plasmidos de V. parahaemolyticus en aislados de granjas
camaroneras a lo largo de la costa suroeste de India, probando la susceptibilidad frente a 15
antibioticos antes y después del curado de los plasmidos, revelando que, por encima del 50%
de las cepas fueron sensibles a clortetraciclina, cloranfenicol y nitrofurantoina. Mientras que
el indice de resistencia a multiples antibidticos (MAR) era de 0.2, encontrando una relacién de
aumento proporcional entre la resistencia a los antibiéticos y la temporada de monzén, dicha
resistencia no varid incluso después de curar los plasmidos con dodecilsulfato de sodio, lo que
sugiere en este estudio que la resistencia a los antibidticos en V. parahaemolyticus se

transmite cromosdmicamente.

En las ultimas décadas gracias a la nueva era molecular la investigacidon en torno a la
resistencia antimicrobiana avanzé considerablemente, generando trabajos mas extensos,
selectivos y novedosos con relacién a los genes y mecanismos implicados en la transferencia
genética, con la aplicacién de disciplinas como gendmica, metagendmica y transcriptémica.
Un trabajo de revisiéon Valera-Mejias y Alfaro-Mora (2018) analizé aspectos farmacoldgicos a
considerar para el uso de grandes familias de antibidticos en la camaronicultura, examinando
la resistencia alos antibidticos como sulfonamidas, tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprima,
norfloxacina, ampicilina, clorhidrato de doxiciclina, eritromicina, cloranfenicol vy
nitrofurantoina, identificando a cinco especies de Vibrio con resistencia individual y multiple
a los antibidticos: Vibrio cholerae (18,3 %), V. mimicus (16,7 %), V. parahaemolyticus (10 %),

V. vulnificus (6,7 %) y V. alginolyticus (1,7 %).

Wang et al., (2022) realizaron una investigacién mas extensa en relacion a la secuenciacién
del genoma completo y analisis de resistencia a los antimicrobianos en cepas aisladas de
mariscos cultivados en la provincia de Liaoning, China, de V. parahaemolyticus Vp2015094,
donde especificamente el plasmido pVp94-1, portaba genes de resistencia a gran nimero de
farmacos, entre ellos a tetraciclinas (tetB, tetM, tetR y tetC), aminoglucésidos (aph(3')-Ib,
aph(6)-1d), sulfonamidas (sul2), diaminopirimidinas(dfrA6), fluoroquinolonas (gnrVcé), fenicol

(floR) y penam (blacars-19), ademas de ser el plasmido conjugativo con mayor frecuencia de
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transferencia. En este mismo afio Haifa-Haryani et al., (2022) reportaron la prevalencia,
resistencia a los antibidticos y perfilado de pldsmidos en aislados de camarones cultivados en
Malasia, proporcionando informacidn sobre la prevalencia de Vibrio sp. y encontrando que
todos los perfiles de susceptibilidad a los antibidticos eran resistentes a la penicilina G (100
%), pero susceptibles a la norfloxacina (96 %), con un total de 125 aislados con plasmidos de

pesos moleculares entre 1,0 y 10 kb, detectados entre los aislados resistentes.

Prabina et al., (2023) llevaron a cabo una investigacion mas especifica en relacién a la
prevalencia de Vibrios resistentes, en camarones infectados de P. vannamei de dos granjas
cultivadas en agua salobre en diversas especies de Vibrios (V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. cholerae, V. mimicus y V. fluvialis) junto con algunas especies de
Aeromonas (Aeromonas hydrophila, A. salmonicida y Shewanella), encontraron que V.
alginolyticus era el aislado mas resistente con un indice de resistencia a multiples antibidticos
(MAR) de 0.60, el cual mide la proporcién de antibidticos a los que una bacteria es resistente,
ayudando a evaluar la gravedad de la resistencia bacteriana. Un valor alto (cercanoa 1) indica
una resistencia significativa a multiples antibidticos, mientras que un valor bajo (cercano a 0)
indica una resistencia baja. Seguido de V. mimicus (0.54) y V. parahaemolyticus (0.42), donde
especificamente las tetraciclinas, los betalactamicos y las cefalosporinas fueron las clases de

antibidticos a los que mas resistieron.

Poco después Yu et al., (2023) evaluaron por primera vez la distribucion de la poblacion y el
riesgo de virulencia y resistencia a los antibioticos de cinco Vibrios patégenos en el sistema de
cria de camarones blancos (P. vannamei) en China. Registrando un total de 418 aislados de los
cuales 312 fueron pertenecientes al género Vibrio, con una resistencia alta-moderada, donde
especificamente para el grupo de las cefoperazonas / florfenicol, las especies mas dominantes
fueron: V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. cholerae y V. campbellii. Otro
trabajo similar fue realizado recientemente por Haque, et al., (2023) quienes detectaron las
especies del género Vibrio resistentes a los antimicrobianos en camarones en Bangladesh,
registrando que los aislamientos de Vibrio mostraron resistencia alta a moderada (92,2 %-—
15,7 %) a ampicilina, amikacina, cefotaxima, tetraciclina, ceftazidima, gentamicina, acido
nalidixico, levofloxacina y ciprofloxacina, y baja resistencia (3,9 %) a imipenem, meropenem,

cloranfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol. Donde especificamente el 52,9 % de los
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aislamientos eran resistentes a multiples farmacos con un indice de resistencia a multiples

antibidticos de 1,0.

2.2 Importancia de los plasmidos en la resistencia a antimicrobianos

Los plasmidos son cruciales en la resistencia bacteriana, facilitando la propagacién de genes
de resistencia (Walas et al., 2023). Los plasmidos R, en particular, desempefian un papel
esencial en esta transmision de genes de resistencia (Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018), la
transferencia de resistencias multiples a través de plasmidos representa una preocupacion
significativa en la quimioterapia bacteriana, ya que puede conducir a la aparicidn de bacterias
resistentes en cualquier ambiente donde las condiciones sean propicias (Alav y Buckner,
2023). Este riesgo subraya la importancia de detectar y monitorear la presencia de plasmidos
como parte integral de los programas de vigilancia de la resistencia a los antibidticos (Wang
et al., 2022). Diversos estudios han identificado a los plasmidos como un factor crucial en la

diseminacion de factores de virulencia y resistencia a los antibidticos.

Letchumanan et al. (2019) realizaron un estudio comparativo entre los genes de resistencia a
diferentes antibioticos y su relacién con los plasmidos en camarones y mariscos en Selangor,
Malasia, debido al uso extensivo de antibidticos en la acuicultura. Evaluaron la susceptibilidad
a 14 antibiodticos en 385 aislados de V. parahaemolyticus, observandose alta resistencia a
ampicilina (85%), amikacina (66.8%) y kanamicina (50.1%), asi como a cefalosporinas de
tercera generacion (cefotaxima 55.8% y ceftazidima 34%). Ademads, identificaron plasmidos
en 338 aislados, con entre 1 y 7 plasmidos diferentes, clasificados en 27 patrones, estos
pldsmidos incluian diferentes tipos, como los plasmidos de resistencia R y los plasmidos
conjugativos. No se encontrd correlacion entre la cantidad de pldsmidos y los patrones de
resistencia a los antibidticos; la resistencia era mediada tanto cromosémicamente como por

plasmidos, contribuyendo significativamente a la presencia de genes de resistencia

Un analisis mas detallado sobre el impacto de los pldsmidos y su relacion con los genes de
resistencia fue realizado por Given y Jalasvuori (2022), quienes analizaron detalladamente las
interacciones entre huéspedes bacterianos y 11 plasmidos conjugativos individuales,
enfocdndose en el impacto sobre los genes de resistencia a los antibiéticos. Descubrieron que

los plasmidos grandes, que confieren multirresistencia, eran menos aptos en comunidades
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bacterianas que también contenian plasmidos mas pequefios con menos genes de resistencia.
Esto sugiere que limitar el uso de ciertos antibidticos podria aumentar la sensibilidad de las

comunidades bacterianas a otros tipos de antibiéticos.

Liuetal., enel 2023 realizaron la secuenciacién completa del genoma de V. parahaemolyticus
Vp2015094. El analisis revel6 que la cepa Vp2015094 contenia dos plasmidos transmisibles,
especificamente el pldsmido pVp94-1 contenian los genes de resistencia a los antibidticos
(ARG) identificados. Este plasmido conferia resistencia a tetraciclinas (tetB, tetM, tetR, tetC),
aminoglucdsidos (aph(3'')-1b, aph(6)-Id), sulfonamidas (sul2), diaminopirimidinas (dfrA6),
fluoroquinolonas (gnrV(Cé), fenicoles (floR) y betalactamicos (blacars-19), rodeados por genes
de transposasa. El plasmido pVp94-1 demostrd ser conjugativo, con una alta frecuencia de
transferencia, y los transposones fueron senalados como responsables de la difusion de los
ARG. En el mismo afio Xu et al., (2023), analizaron la resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos (PMQR) en Vibriosp., enfocandose en el gengnrS, el cual codifica para una proteina
conocida como QnrS, que se une a la ADN girasa y a la topoisomerasa IV, protegiéndolas de la
inhibicién por quinolonas. Registraron que de 1,811 aislados de Vibrios transmitidos por
alimentos, 34 (1.88%) albergaban el gen gnrS, predominando el alelo gnrS2. Las bacterias
portadoras de gnrS mostraron resistencia no solo a la ampicilina, sino también a varios otros
antibidticos, el analisis genético reveld la presencia de diversos elementos de resistencia,
donde el gen gnrS2, en particular, se encontrd tanto en el cromosoma bacteriano como en
plasmidos, algunos de los cuales tenian la capacidad de ser conjugativos. Los plasmidos de
tipo pAQU, especificamente aquellos conjugativos que portan qnrS2, demostraron facilitar la
resistencia a ciprofloxacina y cefalosporinas. Concluyeron que la transmisién de estos

plasmidos entre Vibrio sp. podria acelerar la aparicidén de patdgenos multirresistentes (MDR).

2.3 Plasmidos y la presencia de la toxina pirAB

En la investigacion actual, existe un amplio nimero de estudios enfocados en los plasmidos
que portan la toxina pirAB, especialmente en bacterias del género Vibrio. Estos trabajos
exploran tanto la estructura y funcién de los plasmidos involucrados como la naturaleza y
efectos de la toxina pirAB en los hospederos afectados por estas bacterias. Dong et al. (2019)
destacaron que el plasmido pVA1 causante de la enfermedad de necrosis hepatopancreatica

aguda (AHPND) puede transferirse horizontalmente de bacterias patdégenas a no patogenas.
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Para ello, analizaron cepas patdgenas de V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. owensii, y V.
punensis causantes de AHPND. Encontraron que todas las bacterias Vibrio causantes de
AHPND (VAHPND) poseen un plasmido altamente homdlogo (tipo pVA1) de aproximadamente
70 Kb que porta los genes que codifican para la toxina PirAB. Este tipo de plasmido de
virulencia (pVA1) es un plasmido conjugativo, lo que facilita su transferencia entre diferentes
cepas bacterianas, demostraron que el plasmido pVA1l puede transferirse de Vp AHPND a
bacterias no patogénicas y volverlas altamente patdgenas. Construyeron un plasmido
pVPGX1-Cmr (un plasmido tipo pVA1) afladiendo un gen de resistencia al cloranfenicol como
marcador en un V. parahaemolyticus causante de AHPND (Vp2S01), en resultado la cepa de
V. campbellii receptora adquirio el plasmido tipo pVA1 y produjo ARN y proteinas PirABvp. Los
camarones infectados con las bacterias transconjugantes, mostraron signos macroscopicos
tipicos y lesiones histolégicas de AHPND. Estos resultados demostraron la transferencia
conjugativa de un pldsmido tipo pVA1 de AHPND, proporcionando informacién oportuna para
explicar el aumento de especies de bacterias del género Vibrio causantes de AHPND. En el
mismo afio, Dong et al., (2019) realizaron un andlisis similar, pero en esta ocasién demostraron
que el mismo plasmido pVAl en camarones, podria transferirse horizontalmente entre
especies de Vibrio, para ello realizaron estudios de laboratorio confirmando la transferencia
horizontal del plasmido tipo pVAl desde una cepa de V. campbellii causante de AHPND
(VCcAHPND-3S01) a una cepa de V. owensii no causante de AHPND (Vo-VC2W). El analisis ANI
reveld que Vo-VC2W estd estrechamente relacionado con la cepa de V. owensii XSBZ03 aislada
de corales en el Mar de China Meridional. Sin embargo, los genes pirABvp en el plasmido
transferido fueron inestables y se perdieron tras dos pases subcultivos. Las secuencias del
plasmido tipo pVA1 en AHPND-Vc3S01 y ApirABvpVo-VC2W eran altamente homologas
(99.9% idénticas), indicando que el plasmido adquirido por V. owensii provino de la cepa
AHPND- V. campbellii. Ademas, la secuencia completa del genoma mostré que contiene 2

cromosomas y 3 plasmidos.

En el contexto de los estudios sobre el efecto y comportamiento de la toxina existen
investigaciones significativas que abordan la presencia y expresién de los genes pirABVp. Por
ejemplo, Vicente et al. (2019) investigaron la presencia y expresién de los genes pirABVp
conferidos por plasmidos en aislamientos de Vibrio obtenidos de granjas de camarones
sospechosas de AHPND en América del Sur. Se incluyeron 51 aislados bacterianos, de los

cuales 3 resultaron positivos para los genes pirABVp mediante PCR anidada AP4. Dos de estos
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aislados fueron identificados como V. parahaemolyticus y uno como V. campbellii. Solo V.
campbellii expres6 ARNm pirABVp y produjo las toxinas PirAVp y PirBVp, mientras que los
aislamientos de V. parahaemolyticus no lo hicieron. Experimentos adicionales demostraron
que V. campbelliiylos aislamientos atipicos de V. parahaemolyticus (36 y 43) eran patogénicos
paralos camarones, causando los signos caracteristicos de AHPND. Estos hallazgos indican que
algunos aislamientos de Vibrio con genes pirABVp intactos pueden ser positivos en PCR pero
no producir toxinas AHPND, subrayando la importancia de investigar la expresiéon de pirABVp
a nivel transcripcional y traduccional, y realizar bioensayos para confirmar la cepa de Vibrio
causante de AHPND. Mas tarde Muthukrishnan et al. en el 2019 evaluaron la Transferencia
Horizontal de Genes (HGT) de la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND)
que transforma los genes pirA y pirB desde de V.parahaemolyticus positivas para AHPND a
especies no-AHPND y no-Vibrio, identificadas como Algoriphagus sp. (cepa NBP). Encontraron
que la HGT de los genes pirAy pirB de V. parahaemolyticus a Algoriphagus sp., mostré una
eficiencia del 80-91% a un temperatura de prueba de 30°C y 40°C, los resultados encontrados
en aplicacién de camarones probado con cepas de Algoriphagus sp. positivas para pirAy pirB
demostraron lesiones patognomaonicas tipicas de AHPND durante el examen histopatoldgico,
demostrando que los genes pirA y pirB pueden transferirse horizontalmente a especies
bacterianas no relacionadas, ampliando el rango de bacterias que pueden causar AHPND en

camarones.

Actualmente, se desarrollan trabajos altamente especializados y avanzados en el estudio de
los pldsmidos portadores de pirAB, incluso se han realizado analisis detallados sobre la
complejidad de la toxina y su mecanismo de accién en el hospedero. En este contexto,
Victorio-De Los Santos et al. (2020) exploraron las caracteristicas del plasmido pVA1l
conjugativo que codifica la toxina binaria PirAvp/PirBvp, obtuvieron proteinas recombinantes
pirB (rPirBvp) y pirA (rPirAvp) se observd que el complejo PirABvp y rPirBvp mostraron
actividad hemaglutinante hacia eritrocitos de rata, mientras que rPirAvp carecié de esta
capacidad, entre los diferentes monosacaridos y disacaridos probados solo GaINH2 y GIcNH2
pudieron inhibir la hemaglutinacién del complejo PirABvp y rPirBvp. La desialilacion de los
eritrocitos aumentd la actividad hemaglutinante, confirmando que Gal o Gal (B1,4) GIcNAc
son los principales ligandos para PirABvp. La actividad de aglutinacion del complejo PirABvp y
rPirBvp no depende de cationes, ya que la adicion de Mg2+ o Ca2+ no mostré efecto sobre la

capacidad de la proteina. Estos hallazgos sugieren firmemente que la subunidad PirBvp
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funciona como una lectina, formando parte del complejo PirA/PirBvpy parece tener un papel

activo en la patogenicidad bacteriana.
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3. JUSTIFICACION

El camarén blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) es la especie mas ampliamente cultivada
a nivel mundial, siendo uno de los productos mas consumidos en la dieta de la poblacién. Su
captura ha disminuido considerablemente en las Ultimas décadas, lo que ha llevado a que la
acuicultura se convierta en la alternativa mas eficaz para satisfacer la demanda actual, sin
embargo, uno de los mayores retos que enfrenta laindustria camaronera son las mortalidades
masivas causadas por agentes patogenos, que incluyen virus y bacterias extremadamente
daiinos. Por lo que el uso de sustancias quimicas que inhiben el crecimiento bacteriano es
esencial en los sistemas de produccién, siempre y cuando se utilicen en concentraciones
adecuadas. Aunque existen sustancias alternativas al uso de antibidticos tradicionales, su
costo elevado hace practicamente imposible su uso en las dosis necesarias, esto ha llevado a
un aumento en la prevalencia de genes de resistencia en los Vibrios patégenos, causando
pérdidas devastadoras en la industria camaroneray el fracaso de cosechas enteras (Mejiasy
Navarro, 2014). La resistencia antimicrobiana en Vibrios patdgenos se ha convertido en un
problema critico, estudios previos han identificado diversos genes responsables de esta
resistencia, como los genes que codifican para betalactamasas y bombas de eflujo, los cuales
son frecuentemente transferidos a través de plasmidos y otros elementos genéticos moviles,
estos mecanismos de transferencia y transformacion genética facilitan la propagacién de la
resistencia entre diferentes cepas y especies bacterianas, incrementando la dificultad de

controlar las infecciones en los cultivos acuicolas.

Por lo que actualmente es de suma importancia generar nuevo conocimiento sobre una de las
principales problematicas de los sistemas productores, que nos permita conocer las relaciones
intraespecificas de las cepas que causan virulencia y resistencia. En este estudio, se evaluaran
los principales genes implicados en la resistencia a los antibidticos en cepas aisladas de
bacterias que muestran signos clinicos. La innovaciéon mediante técnicas avanzadas y el
desarrollo de herramientas bioinformaticas contribuiran al conocimiento de la relacién entre
las diferentes zonas de cultivo afectadas por la vibriosis, ayudando a estandarizar practicasy

mejorar la resiliencia de la industria camaronera frente a estos desafios patégenos.



14

4. HIPOTESIS

Se espera que las cepas aisladas presenten diversos grados de resistencia a las distintas
familias de antibidticos, compartiendo genes de resistencia y virulencia principalmente a

través de la transferencia horizontal.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar los genes pirAy pirB vinculados a la virulencia, asi como los genes implicados en la

resistencia antimicrobiana en especies de Vibrio sp.

5.2 Objetivos particulares

o Realizar el aislamiento de bacterias potencialmente resistentes a antibioticos
presentes en los sistemas de cultivo de camardn blanco Penaeus vannamei.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de cada aislado a diferentes
antibidticos empleados en acuicultura.

e Obtener la secuencia del genoma completo de las cepas bacterianas previamente
identificadas como resistentes.

e Identificar los cambios genéticos mediante herramientas bioinformaticas de cada una
de las cepas.

e Realizar la construccién de mapas gendmicos e identificacién del genoma central.



16

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Aislamiento de cepas bacterianas presentes en Penaeus vannamei cultivado

Las bacteriasempleadas en el presente estudio se aislaron de tanques de engorda de camarén
que presentaban signos clinicos de vibriosis, incluyendo lesiones en la cuticula, Ulceras en el
exoesqueleto, decoloracién, melanosis en branquias, apéndices y hepatopancreas (Saad El-
Deen y Elkamel, 2020). Para ello, se recolectaron muestras de agua, sedimento y organismos
con el propdsito de evaluar la presencia de bacterias heterétrofas aerobias, facultativas
totales y Vibrios. Cada muestra se concentrdé reuniendo aproximadamente 10 organismos en
500 mL de agua del mismo tanque. Las muestras se transportaron al laboratorio en bolsas
estériles dentro de una hielera para mantener constante su temperatura y se analizaron
aproximadamente 60 minutos después de la recoleccién. En el laboratorio, se tomaron
porciones de cada muestra, incluyendo hepatopancreas, estémago y tubo digestivo, las cuales
se homogeneizaron en tubos estériles con 10 mL de solucion salina al 2.5% de NaCl.
Posteriormente, se realizaron diluciones decimales (hasta 10°)y se sembraron por triplicado
100 ul de cada dilucién en placas de Agar soya tripticaseina (TSA) suplementado con 2.5% de
NaCly en placas de Tiosulfato, disefiado para el aislamientode bacteriasheterétrofas aerobias
y facultativas totales, asi como en placas de Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS),
especificamente formulado para el aislamiento de Vibrio. Las colonias resultantes se aislaron
y purificaron mediante re-siembra en TSA con 2.5% de NaCl, asegurando su homogeneidad y
consistencia, para finalizar se realizé la caracterizacion segun su tincién de Gram, forma,
tamano y resistencia a diversos antibidticos. Las cepas bacterianas se ajustaron a una densidad
Optica de 1 a 600 nm (DO600nm=1) utilizando un Biophotometer Eppendorf. Adema3s, se
contd el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) después de cada dilucion serial en

2.5% de NaCl en placas de Agar Soya Tripticaseina (TSA) suplementado con 2.5% de NaCl.

6.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos se determinaron mediante el método de
microdiluciéon en caldo segun las directrices del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2007). Para determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de cada
aislado se probaron cuatro tipos de antibiéticos de utilidad en los sistemas de cultivo:

enrofloxacina (ENR), furazolidona (FZD), florfenicol (FLF) y oxitetraciclina (OXI). Para esto, se
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preparod un stock inicial de 500 ul de cada antibiético, en medio de cultivo (TSB), asegurando
su esterilidad mediante filtracién con filtros de 0.22 micras. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas al 50%, comenzando con una alta concentracidon del antibidtico para
obtener una serie de concentraciones decrecientes (1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8,4,2, 1
ug/ml). Finalmente, en una placa de 96 pozos se afiadieron 70 pl de medio de cultivoy 70 pl
de las diluciones del antibiético a cada pocillo, con sus respectivos controles de cada una de
las cepas (TSB+bacteria) y de esterilidad (TSB). Se agregaron 10 ul del inéculo bacteriano
seguido de medio de cultivo y de las diluciones a cada pocillo. La placa se incubdé a 37°C
(temperatura éptima para bacterias de importancia clinica) durante 24 horas en agitacion.
Posteriormente, se midio la absorbancia (nm) de cada pocillo para determinar el crecimiento
bacteriano mediante un lector de placa Multiskan™ GO. Debido a su perfil de resistencia, se

decidio secuenciar las cepas utilizadas.

6.3 Aislamiento y secuenciacion de ADN gendmico de cepas resistentes.

La extraccién del ADN de los seis aislados previamente seleccionados se llevd a cabo mediante
el uso del kit de purificacion de ADN gendémico WizardTM de Promega (Promega). Para inicial
se midié la concentracién y pureza del ADN extraido mediante un espectrofotémetro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA), mientras que su integridad se evalué mediante un
gel de agarosa al 1%. Una vez realizado se prepararon las bibliotecas de ADN utilizando el kit
Nextera XT (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones proporcionadas por
el fabricante. Para finalizar se realizé la secuenciacion del genoma se llevé a cabo utilizando la

plataforma lllumina MiSeq con un protocolo paired-end de 2 x150 pb y 300 ciclos.

6.4 Analisis bioinformatico

6.4.1 Ensamblaje, identificacién de cambios genéticos y anotacion de los genomas.

El proceso de deteccion de cambios genéticos en cepas bacterianas comenzd con la
identificacion de las especies presentes en cada genoma, esta identificacion se llevé a cabo
utilizando tres plataformas de andlisis distintas: BLAST+ (v2.12.0), Ezbiolab Biosciencie, Inc
USA (Yoon et al., 2017), y CGE. Las secuencias resultantes fueron sometidas a un proceso de
filtrado de calidad predefinido utilizando Cuteadap (v3.4), durante este proceso, se eliminaron

los adaptadores presentes en las secuencias y se aplicaron pardmetros de recorte y filtrado,
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incluyendo la eliminacion de lecturas de baja calidad con un valor minimo de longitud
aceptada de 100 nucleétidos y un umbral minimo de calidad de 20. Adema3s, se utilizo el
software Diamond (v2.0.6) para un filtrado adicional y busquedas de similitud especificas,
centrandose en la deteccidn de los genes pirAvy pirB. Para lograr esto, se emplearon bases de
datos indexadas en Diamond (v2.0.6) y se configuraron parametros especificos, como un
porcentaje minimo de cobertura de consulta del 80 (--query-cover) y un porcentaje minimo

de identidad del 80 (--id).

6.4.2 Ensamblaje y anotacién del genoma.

Se realizd el ensamblaje de cada genoma utilizando tres programas de software: SPAdes
v3.12.0 (Prjibelski et al., 2020), donde se utilizaron tres valores de k-mer para el ensamblaje:
21,33 y 55; se establecié un umbral de cobertura de 10 (--cov-cutoff) y se empled un esquema
de puntuacion Phred con un desplazamiento de 33. Para A5-miseq, se fijé un umbral de
cobertura de 10 (--cov-cutoff) y un tamafio minimo de contig de al menos 500 nucledtidos;
ademas, se seleccionaron tres valores de k-mer para el ensamblaje: 21, 31 y 55, utilizando el
mismo esquema de puntuaciéon Phred con un desplazamiento de 33. Por ultimo, para el
software Skesa 2.3.0, se utilizd un valor del 1% para las secuencias consideradas
contaminantes (--vector_percent), se establecié un tamafio minimo de contig de 200 pb (--
min_contig_lgth) y se establecidé una cobertura minima requerida de x3 (--min_contig_cov).
La correccion de errores se llevd a cabo en los tres programas de software mencionados como
parte integral del proceso de ensamblaje. Estos se realizaron tanto en la plataforma Galaxy (v
23.2. rcl galaxy.eu) como en un servidor local (cluster) para comparar los resultados,

determinando la calidad y confiabilidad de los ensamblajes generados.

Las pruebas de calidad detalladas se realizaron utilizando el software Quast (v5.1.0) con
parametros estandar, incluyendo un tamafio de genoma estimado de 4000000 (--est-ref-size),
un porcentaje minimo de identidad del 95.0 (--min-identity) y una longitud minima de contig
de 500. Para finalizar, se dividieron los andamios (--split-scaffolds) y se especificé el uso de un
genoma grande (--large). Una vez obtenidos los archivos de salida, se compararon las métricas
para cada ensamblaje generado por los tres programasde software diferentes, incluidos datos
como el nimero de contigs, contigs fragmentados y sus longitudes, lo que permitid

determinar qué software proporciond los mejores resultados en el analisis. Para finalizar, se
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realizé la anotacion para identificar genes de resistencia y proteinas presentes en todos los

genomas, utilizando el pipeline del NCBI (Tatusova et al., 2016).

6.4.3 Anadlisis de los genomas.

Después de realizar el ensamblaje de los genomas, se procedié a comparar las cepas mediante
la hibridacién de sus genomas en la plataforma EZbiolab y el calculo de la Identidad Promedio
de Nucledtidos (ANIm) utilizando el software PyANI v0.2.12 (https://pypi.org/project/pyani/)
(Average Nucleotide Identity). En EZbiolab, se evaluaron criterios como el porcentaje de
similitud, la cobertura entre secuencias génicas medida en pares de bases (pb) y la longitud
total de los genomas también medida en pares de bases (pb), analizando individualmente la
similitud entre los genomas. Posteriormente, mediante PyANI, se realizaron comparaciones
entre los genomas de las cepas utilizando el método MUMmer (ANIm) (-m ANIm) (Maximal
Unique Matches) para calcular la identidad promedio. Esta comparacion generé valores de
ANIm que representan el porcentaje de nucledtidos idénticos entre los genomas, este proceso
genera resultados robustos cuando el par de genomas comparados comparte un alto grado
de similitud. Para finalizar, se cred un mapa de calor (-g) utilizando Python a partir de la matriz
de similitud con los valores de ANIm previamente calculados. Finalmente, el mapa resultante

fue editado y ajustado utilizando Inkscape version 1.1.

6.4.4 Analisis y construccion del plasmido pirAB

La reconstruccion del plasmido pVAL se llevd a cabo mediante la identificaciony ensamblaje
del genoma de la cepa T13 de V. parahaemolyticus, utilizando los contigs 37,95, 73 y 45 como
componentes clave. Este proceso fue confirmado por el software MAUVE para garantizar la
precision y la integridad de la reconstruccion. Inicialmente, se elabord un mapa detallado del
plasmido mediante la plataforma Proksee (https://proksee.ca/), en este mapa, se
seleccionaron genes de especial interés y se enriquecié con informacién adicional sobre el
porcentaje de guanina-citosina y guanina-citosina skew (+/-). Esta incorporacion de datos
aporta una vision mas exhaustiva y detallada de la composicion genética y estructural del
pldsmido reconstruido. Para el analisis comparativo, se utilizaron los pldsmidos pLA16-2 de la
cepa Vibrio campbellii LA16-V1 (nUmero de acceso GenBank CP021148.1) y pVPM09043 de la

cepa Vibrio parahaemolyticus M0904 (nimero de acceso GenBank CP133895.1) como puntos
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de referencia. Se empled el software Easyfig v 2.2.5, siguiendo el protocolo establecido por
Sullivan et al. (2011), para generar una figura que ilustra la comparacion entre el plasmido
reconstruido y los plasmidos de referencia. Esta comparacién permitié realizar una evaluacién

detallada de las similitudes y diferencias entre las secuencias plasmidicas.

6.4.5 Construccion de mapas gendmicos

Se construyeron los mapas gendmicos completos para cada uno de los genomas analizados,
esto se realizé utilizando la plataforma Proksee, donde previamente se cargaron genomas
individualmente anotados de NCBI para cada cepa y parala reconstruccién del plasmido pVAL.
Estos mapas generados fueron editados utilizando herramientas como CARD, con el fin de
incorporar genes de resistencia antimicrobiana (AMR). Durante este proceso, se seleccionaron
genes y proteinas especificas de interés, se analizd el porcentaje de guanina-citosina, se
examino el sesgo de guanina-citosina (+/-) y se investigaron profagos para determinar su
presencia o ausencia. Cada mapa resultante se guardd y descargd en formato .svg para analisis

posteriores.

6.4.6 Analisis MSLT y tipificacion molecular.

Posterior a la identificacion de los aislados como V. parahaemolyticus y V. diabolicus, se llevd
a cabo un analisis de MLST con el objetivo de identificar y caracterizar cada cepa, asi como
comprender la diversidad genética y la distribucién geografica, ademas de analizar las
relaciones genéticas entre las mismas. Para el analisis se utilizé el software Ridom™
SeqgSphere+ version 9.0, empleando tablas disefiadas para la comparacién de 10 loci (dnakE,
gryB, recA, dtdS, pntA, pyrCy tnaA), previamente validados en el andlisis inicial de Tipificacion
Multilocus de Secuencias (MLST) en V. parahaemolyticus y V. diabolicus. Estos loci fueron
seleccionados por su capacidad para proporcionar una alta resolucién genética y permitir la
diferenciacion precisa entre cepas dentro de cada especie. Se desarrollé un esquema de MLST
especifico para V. parahaemolyticus, incorporando 30 genomas de referencia procedentes de
paises como China, Japdn, Malasia, México, Filipinas, Corea del Sur, Tailandia y Vietnam. Estos
genomas mostraron predominantemente la presencia del locus pirAB, lo cual es relevante
para estudios epidemiolégicos y de evolucidon genética. Para Vibrio diabolicus, los genomas de

referencia fueron obtenidos de paises como Australia, Brasil, China, Colombia, India, México,
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Republica de Mauricio, Tailandia y de la Dorsal del Pacifico Oriental, proporcionando una
muestra representativa de la diversidad geografica de esta especie. Los genomas en formato
FASTA fueron importados al software Ridom SeqSphere, donde se cred un nuevo proyecto. Se
seleccionaron los loci especificos (recA, gryB, dnaE, pntA, dtdS, pyrC y atpA) y se realizé un
alineamiento automatico de las secuencias de estos genes para cada cepa. Posteriormente, el
software asignd secuencias alélicas y llevd a cabo un analisis de MLST para determinar el tipo
de secuencia correspondiente a cada cepa, proporcionando asi una caracterizacién detallada
y comparativa de la diversidad genética. Ademas, se generd y edité un arbol filogenético
separado para cada especie, permitiendo una visualizacién clara de las relaciones evolutivas
entre las cepas de V. parahaemolyticus y V. diabolicus. Este analisis filogenético facilité la
interpretacidn de los resultados del MLST y proporciond insights sobre la estructura genética

y las relaciones evolutivas dentro de cada especie bacteriana.
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7. RESULTADOS

Se aislaron un total de 10 cepas del hepatopancreas de camardn blanco P. vannamei, del
sedimento y de la columna de agua en sistemas de cultivo que mostraban signos de vibriosis.
De estas cepas se utilizaron 6 para las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos (Tabla 1),
aquellas que mostraron una menor respuesta a los antibiéticos seleccionados: T35 (ID:
SAMN37672057), T25P (ID: SAMN37672056), T63 (ID: SAMN37672058), T13N (ID:
SAMN37672054), T63N (ID: SAMN37830366) y T13P (ID: SAMN37672055).

7.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a varios antibidticos en
Vibrio sp.

Los resultados del perfil de susceptibilidad antibidtica de diversas cepas de Vibrio sp., basados
en la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) expresada en ug/ml para los antibioticos
enrofloxacina (ENR), furazolidona (FZD), florfenicol (FLF) y oxitetraciclina (OXIl), revelan una
significativa variabilidad en |a susceptibilidad antibidtica entre las cepas estudiadas (Tabla 1).
Especificamente, la cepa T13P exhibe baja susceptibilidad a la oxitetraciclina, con un MIC de
256 pg/ml, mientras que la cepa T25 muestra resistencias particularmente elevadas al
florfenicol y la furazolidona, con MICs de 512 pg/ml y 128 ug/ml, respectivamente. En
contraste, la enrofloxacina demuestra ser mas efectiva, especialmente frente a la cepa T25,

donde el MIC registrado es de tan solo 4 ug/ml.

Tabla 1. Concentracién minima inhibitoria (CMI) en pg/ml a varios antibidticos (ENR,
enrofloxacina; FZD, furazolidona; FLF, florfenicol; OXI, oxitetraciclina) en Vibrio sp.

Cepas ENR FZD FLF oxXI
T13N 16 8 8 32
T13P 8 8 32 256
T25 4 128 512 128
T35 8 512 512 256
T63 16 128 128 32
T63N 8 256 256 256

*Concentracion en CMI (ug/ml) ENR, enrofloxacina; FZD, furazolidona; FLF, florfenicol y OXI; oxitetraciclina.
7.2 Analisis gendmico

El anadlisis gendmico basado en el genoma completo y el gen 16S rRNA permitié la
identificacion precisa de diversas cepas bacterianas. Se identific6 una cepa como V.

parahaemolyticus: T13P (ID: SAMN37672055). Las cepas T13N (ID: SAMN37672054), T25P (ID:
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SAMN37672056), T35 (ID: SAMN37672057), T63 (ID: SAMN37672058) y T63N (ID:
SAMN37830366) (NZ_JAWJYEO00000000.1) se identificaron como V. diabolicus, con un
porcentaje de similitud del 91-100% segun los resultados de EZbio, Cge y Blast. En contraste,
la cepa T13P fue clasificada como V. parahaemolyticus con un 100% de precision en todas las

plataformas utilizadas (Tabla Il).

El andlisis de hibridaciony comparacion entre las cepas incluyd valores de OrthoANIu (%) y las
longitudes de los genomas Ay B en bp, asi como la longitud promedio alineada y la cobertura
de cada genoma A y B en porcentaje (Tabla Ill). Se observé una mayor similitud en las
comparaciones entre las cepas de la misma especie (T13N-T25P, T13N-T35, T13N-T63, T25P-
T35, T25P-T63, T35-T63), siendo menos evidente en las comparaciones que involucran a la
cepa T13P con el resto de las cepas. El mapa de calor (-g) (Fig.1) representa visualmente los
datos, utilizando una escala de colores que va desde azul (mayor simetria) hasta rojo (menor
simetria). Se destaca que las cepas T13N, T25P, T35, T63 y T63N muestran una alta y
consistente coincidencia, representada por tonos mas azules, mientras que la cepa T13P se

diferencia claramente como Unica en su género.

Tabla 2. Identificacidn de cepas en tres bases de datos Blast, EZbio y Cge.

Cepas Blast Ezbio Cge
T1i3N Vibrio alginolyticus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus
(91%) (100%)
T13P Vibrio Vibrio Vibrio
parahaemolyticus parahaemolyticus parahaemolyticus
(100%) (100%)
T25P Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus
(100%) (100%)
T35 Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus
(99%) (100%)
T63 Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio alginolyticus
(100%) (100%)
T63N Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus
(97.88%) (100%)

* Los porcentajes indicados reflejan la similitud encontrada con diversas especies del género Vibrio.
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Tabla 3. Analisis de hibridacién y comparacién de cepas con caracteristicas gendmicas.

Cepas OrthoANIu Genome A Genome B Average Genome A Genome B
value (%) length (bp) length (bp) aligned coverage coverage
length (bp) (%) (%)
T13N-T13P 84.44 4,961,280 5,479,440 2,850,895 57.46 52.03
T13N-T25P 98.09 4,961,280 4,941,900 3,589,745  72.36 72.64
T13N-T35 98.09 4,961,280 5,164,260 3,584,396  72.25 69.41
T13N-T63 98.11 4,961,280 5,066,340 3,384,474  68.22 66.80
T13P-T25P 84.38 5,479,440 4,941,900 2,881,517 52.59 58.31
T13P-T35 84.71 5,479,440 5,164,260 2,798,365 51.07 54.19
T13P-T63 84.47 5,479,440 5,066,340 2,800,595 51.11 55.28
T25P-T35 98.06 4,941,900 5,164,260 3,386,602  68.53 65.58
T25P-T63 98.08 4,941,900 5,066,340 3,611,215  73.07 71.28
T35-T63 98.06 5,164,260 5,066,340 3,461,104 67.02 68.32

*Se presenta la comparacion detallada entre diferentes cepas, destacando valores de OrthoANlu (%), longitudes de los
genomas Ay B en bp, longitud promedio alineada y la cobertura de cada genoma A y B en porcentaje.

-I

ANIm values (%)

e -

96

£

Bacterial genomes

I V. parahaemolyticus ATCC 17802(T)
T3P

B V. diabolicus CNCM |-1629(T)
I T13N

B 25e

| RES

B 62

I 163N

Figura 1. Andlisis de agrupamiento jerdrquico y mapa de calor basado en ANI del genoma
completo para los genomas de 6 aislamientos de Vibrio sp., de las cepas analizadas en el

estudio.
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7.3 Analisis comparativo de ensamblaje genémico.

En cuanto a los resultados del analisis genémico, representados en la Fig.2, se observé que
con el software A5 género mejores ensambles con el menor nimero de contigs y los contigs
mds extensos en la mayoria de los genomas analizados. Especificamente, para el genoma
T13N_S206, se observa que A5 produjo 65 contigs con una longitud por fragmentomas grande
de 683,844 pares de bases, en contraste con Skesa y Spades que generaron 130 contigs y 458
contigs respectivamente, con tamafios de contigs mas limitados. De manera similar, para otros
genomas como T63 S14, T25P_S208, T13P_S205 y T63N_S61, el software A5 también
proporciond un menor numero de contigs y con mayores longitudes por fragmento en

comparacion con Skesa y Spades.
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Figura 2. Andlisis comparativo de la calidad del ensamblaje entre diferentes programas para 6
cepas (T13N_S206, T63_S14, T35 S22, T35_S22, T25P_S208, T13P_S205, T63N_S61),
evaluando tanto el nimero de contigs (A) como la longitud de los fragmentos de contig (B).
En el grafico, el color azul clarorepresenta a Skesa, el azul intenso a A5 y el rojo al software
SPAdes.
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7.4 Analisis de caracterizacion gendmica de mapas de genoma completo.

Los mapas de genoma completo (Fig. 3-8) revelaron que tanto T13P como T35 exhibieron la
mayor cantidad de genes de resistencia y proteinas relacionadas. Estos incluyen genes de
resistencia a vancomicina, tetraciclinas y carbapenémicos, asi como genes efectores de
bombas de flujo (TxR, rsmA, adeF, CRP). Es importante destacar que T13P fue la Unica cepa
gue mostroé la presencia de los genes que codifican para las proteinas pirA y pirB. Ademas, se

identificod que todas las cepas analizadas compartian la presencia del cluster VanT y G, siendo



26

uno de los genes mas comunes entre ellas. Los genes relacionados con la resistencia a las
tetraciclinas, como tet(35), tet(B) y tetR, se observaron en multiples cepas (T13N, T13P, T25,
T35, T63, T63N), mientras que el cluster vanY y vanB se presenté Unicamente en lascepas T25,
T35y T63. Asimismo, TxR se encontré en multiples cepas (T25, T35, T63), y genes como blacars-
18, CRP, rsmAy adeF se identificaron especificamente en T13P, T35, T63 y T63N. En contraste,

blacars-42 se detectd Unicamente en las cepas T35, T63 y T63N.
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Figura 3. Genoma circular de Vibrio diabolicus. (cepa T13N). Desde el centro hacia afuera, el
primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas (CDS). El
segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo (en negro
intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados con la
resistencia antimicrobiana (AMR). El dltimo anillo (en morado) marca los profagos, mientras
que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 4. Genoma circular de Vibrio parahaemolyticus. (cepa T13P). Desde el centro hacia
afuera, el primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas
(CDS). El segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo
(en negro intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados
con la resistencia antimicrobiana (AMR). El ultimo anillo (en morado) marca los profagos,
mientras que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 5. Genoma circular de Vibrio diabolicus. (cepa T25). Desde el centro hacia afuera, el
primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas (CDS). El
segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo (en negro
intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados con la
resistencia antimicrobiana (AMR). El dltimo anillo (en morado) marca los profagos, mientras
que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 6. Genoma circular de Vibrio diabolicus (cepa T35). Desde el centro hacia afuera, el
primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas (CDS). El
segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo (en negro
intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados con la
resistencia antimicrobiana (AMR). El dltimo anillo (en morado) marca los profagos, mientras

que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 7. Genoma circular de Vibrio diabolicus (cepa T63). Desde el centro hacia afuera, el
primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas (CDS). El
segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo (en negro
intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados con la
resistencia antimicrobiana (AMR). El dltimo anillo (en morado) marca los profagos, mientras
que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 8. Genoma circular de Vibrio diabolicus (cepa T63N). Desde el centro hacia afuera, el
primer anillo (en azul claro) muestra las secuencias codificantes para proteinas (CDS). El
segundo anillo (en verde y morado) ilustra el contenido de GC (+/-). El tercer anillo (en negro
intenso) representa el contenido de GC. Las flechas rojas indican genes asociados con la

resistencia antimicrobiana (AMR). El dltimo anillo (en morado) marca los profagos, mientras
que los segmentos grises representan los contigs/cromosomas.
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Figura 9. Perfil de genes relacionados con la resistencia a antibidticos en V. parahaemolyticus
(T13P) y V. diabolicus (T13N, T25P, T35, T63 y T63N).

7.5 Analisis de profagos y comparacion de plasmidos.

En el andlisis de profagos, la mayoria de las cepas (T13P, T25, T63, T63N) exhibieron al menos
un profago presente en diversas ubicaciones dentro de sus genomas. Unicamente las cepas
T35 y T13N no presentaron indicios o genes relacionados. Respecto a los porcentajes de
guanina-citosina, se observaron variaciones minimas entre las cepas, manteniéndose en
valores similares en general. La figura 10 presenta el mapa del plasmido pVA1 de la cepa T13P,
que posee un tamafio de 73.4 kb y alberga un total de 82 genes, incluyendo genes de
transferencia conjugativa, elementos de insercion, asi como los genes de toxinas pirA y pirB.
Las busquedas de homologia revelaron que el plasmido pVA1 de la cepa T13P comparte un
99.91% y un 99.86% de identidad de secuencia sobre una cobertura del 100% con los
plasmidos pLA16-2 (cepa LA16-V1 de V.campbellii, ID: NZ_CP021150) y pVPMO09043 (cepa
M0904 de V. parahaemolyticus, |ID: NZ_CP133895) (Vandeputte et al., 2024),
respectivamente. Ademas, similar alos plasmidos pLA16-2 y pVPMQ09043, los genes pirAvy pirB
(color naranja) estan flanqueados por dos transposones de la familia IS5 en direcciones
opuestas. La figura 11 muestra el andlisis comparativo de plasmidos de diferentes cepas de

Vibrio: V. campbellii (pLA16-2), V. parahaemolyticus (pT13P) y V. parahaemolyticus
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(pPVPMO09043). En general, los plasmidos exhiben una alta homologia genética, incluyendo
transposasas IS5 y los genes de virulencia pirA y pirB. La principal diferencia observada es la

ubicacion de la transposasa Tn3.

klcA I CDS
traC I GC Content
topB \ I GC Skew+

I GC Skew-

4 \ISNCY family transposase

Tn3 transposase

tnpR

sctC ISNCY family transposase

Figura 10. Plasmido pT13P de la cepa T13P (V. parahaemolyticus) que alberga los genes pirA
y pirB. De afuera hacia adentro, el primer anillo(azul) muestra las proteinas codificantes (CDS),
el segundo anillo (negro) denota el contenido de G+C, y el tercer anillo (morado/verde) indica
el sesgo de G+C.
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V. campbelil, pLA18-2
(CPO21148.1)

V. parahaemolyticus, pT13P

V. parahaemolyticus, pVPMO9043
(CP1338%5.1)

oirA pirB '|m

Figura 11. Andlisis comparativo del plasmido pVA1 de la cepa T13P, que contiene los genes
pirAy pirB (indicados con flechas rojas), junto a otros plasmidos que también contienen los
genes pirA y pirB. Las flechas azules representan las secuencias codificantes de proteinas
(CDS), las flechas anaranjadas representan las transposasas IS5, y las flechas verdes
representan los transposones Tn3. Las regiones gendmicas homoélogas entre los plasmidos
estan resaltadas con sombreado gris.

7.6 Analisis MLST (Tipificacidon de Secuencias Multilocus) de cepas de Vibrio.

El andlisis MLST (locis: dnaE, gryB, recA, dtdS, pntA, pyrC, tnaA), reveld que las cepas de V.
parahaemolyticus identificadas previamente en sistemas de produccién con signos de AHPND
en Sinaloa, México (M2413 ID: JAAKZS00, M2415 ID: JAAKZT00, M2401 ID: JAAKZQ00, M0802
ID: JAAIXLOO, M0904 ID: JAAIXMOO, M0605 ID: JALLO1, M607 ID: JAANIIO0) (Gonzdlez-Gémez
et al., 2020) pertenecen a linajes diferentes a los utilizados en este estudio (T13P), que
muestra una similitud mas cercana a cepas aisladas de China (vp2015094, CP022243 y
160807). Mientras tanto, las otras cepas mexicanas estdn mas estrechamente relacionadas
entre si y con cepas de Filipinas y China (Fig.10). El analisis realizado en cepas identificadas
como V. diabolicus (Fig.11) (T25, T35, T13N, T63 y T63N) revelé que todas las cepas estan
directamente relacionadas con la cepa colombiana PV89 (ID: NZ_JAKNQE010000043) (Pérez-
Duque et al., 2021). Sin embargo, individualmente, muestran similitudes diversas con otras
cepas. T63 comparte similitud con cepas de origen chino (FA3 ID: NZ_CP042452, R/31 ID:
NZ_CP063378, 4-161 ID: NZ_CANMHC000000000) (Peng et al., 2020), asi como con una cepa
de origen colombiano (PV164 ID: NZ_JAKNQBO0O00000000) (Pérez-Duque et al., 2021). T13N
presenta similitud con la cepa tailandesa Colony272 (ID: NZ_CP078739), T63N con la cepa
brasilefia HAN19 (ID: NZ_CAJDZP000000000), y T35 con cepas de origen chino (621 ID:
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NZ_CANLMF0O00000000, NV27 ID: NZ_CP085844, ICU-VD35 ID: NZ_JAPNOV000000000),

ademads de cepas australianas (M14-00267b ID: NZ_JAKEVT000000000 y M14-0020272 ID:
NZ_JAKJKNO10000000) (Peng et al., 2020).
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Figura 12. Arbol de expansién minima del perfil alélico de tipificacién multilocus del genoma

central de aislados de V. diabolicus de este estudio y aquellos obtenidos de estudios previos.
Los grupos estan coloreados y etiquetados segun el pais de origen.
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Figura 13. Arbol de expansién minima del perfil alélico de tipificacion multilocus de cepas de
V. parahaemolyticus que contienen los genes pirAy pirB de este estudio y aquellos obtenidos
de estudios previos. Los grupos estdn coloreados y etiquetados segun el pais de origen.
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8. DISCUSION

8.1 Analisis de identificacion

Los resultados del proceso de identificacion de especies bacterianas son cruciales para
comprender la diversidad y clasificacion taxonédmica de las cepas analizadas (Tindall et al,,
2010). En este estudio, se observd una notable consistencia en la identificacion (100% ANI) de
cinco cepas (T25P, T35, T63, T63N y T13N) como V. diabolicus utilizando dos plataformas de
analisis bioinformatico (Blast y EZbio) (Tabla ll). Esta consistencia sugiere una alta probabilidad
de que estas cepas realmente pertenezcan a la especie identificada, reforzando Ila
confiabilidad de la identificacidn taxonédmica. Por otro lado, la cepa T13P fue identificada de
manera confiable como V. parahaemolyticus por ambas plataformas con valores de ANI del
100%. Todas las cepas mostraron altos porcentajes de similitud con la especie asignada,
independientemente de la herramienta utilizada. Los resultados del proceso de hibridacion de
cepas, representados en la Fig.1 a través de un mapa de calor, respaldan los hallazgos del
proceso de identificacidon y proporcionan una vision detallada de la similitud gendmica entre
diferentes pares de cepas bacterianas. Solo la cepa T13P parecia diferente, destacando una
alta similitud genética y sugiriendo una estrecha relacién entre las secuencias genéticas de
estas cepas. Esta relacion podria indicar posibles origenes comunes o una relacién evolutiva
cercana, lo que podria tener implicaciones significativas para la funcion gendmica y la

adaptabilidad de las cepas analizadas (Konstantinidis y Tiedje, 2004).

8.2 Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

Lainvestigacion sobre laresistencia de Vibriosp. a antibidticos revela variaciones significativas
en los niveles de resistencia entre diferentes cepas y antibidticos probados, los estudios han
demostrado que los aislados de Vibrio han exhibido resistencia a diversas familias de
antibidticos como la ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona y trimetoprim-sulfametoxazol (Xu et
al., 2023). La evaluacién de la susceptibilidad de diferentes cepas de Vibrio a varios
antibidticos se llevé a cabo mediante la determinacién de la concentracidon minima inhibitoria
(tabla 1), los resultados obtenidos revelaron variaciones significativas en los niveles de
resistencia entre las cepasy los antibidticos evaluados, los valores de CMI para enrofloxacina
(ENR) oscilaron entre 4y 16 pg/ml, observandose el valor maximo de 16 pug/ml en las cepas

T13N vy T63. Estos hallazgos sugieren que, si bien existe cierta variabilidad, las cepas exhiben
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una susceptibilidad relativamente baja a este antibidtico en comparacion con otros evaluados.
En el caso de especies de Vibrio, Soto-Rodriguez et al., (2010) reportaron un MIC promedio de
3.01 pg/ml, obteniendo una concentracion minima para inhibir el crecimiento similar. E
incluso estos hallazgos se alinean con el espectro mas amplio de actividad antibacteriana de
enrofloxacina, ya que ha demostrado eficacia contra diversas especies bacterianas, incluyendo

E. coli, con valores de CMI tan bajos como 0.25 ug/mL en algunas cepas (De Smet et al., 2020).

En cuanto a la furazolidona (FZD), se observé una amplia variacién en los valores de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que oscilaron desde 8 pug/ml hasta un maximo de 512
ug/ml en la cepa T35, este rango tan amplio de valores indica una alta variabilidad en la
susceptibilidad a la furazolidona entre las diferentes cepas evaluadas. La cepa T35 presento el
mayor nivel de resistencia, seguida por T63N con 256 ug/mlyT25y T63 con 128 pug/ml. Estos
hallazgos resaltan que la furazolidona es el antibidtico frente al cual las cepas de Vibrio sp.
demostraron la mayor resistencia en este estudio, con valores de CMI generalmente altos
independientemente de la cepa analizada. Cabe destacar que si bien, no se han registrado
pruebas con furazolidona en especies de Vibrio, en el caso de Helicobacter pylori, se ha
reportado que el valor de CMI para este antibidtico es de aproximadamente 4 pug/ml (Alam,
2017). En relacién con el florfenicol (FLF), los valores de concentracion minima inhibitoria
(CMI) oscilaron entre 8 y 512 pug/ml. Las cepas T25 y T35 mostraron los niveles mds altos de
resistencia, con un CMI de 512 pg/ml, seguidas por la cepa T63N con 256 pug/ml. Estos
resultados indican una baja susceptibilidad al florfenicol en algunas de las cepas evaluadas, en
comparacion con andlisis previos, Samuelsen et al. (2003) reportaron valores minimos de CMI
para florfenicol en diversas especies de Vibrio aisladas de bacalao enfermo de 0.5 pg/ml, lo
que contrasta notablemente con los resultados obtenidos en el estudio, donde se registraron
valores de CMI significativamente mds altos. Para otras especies de Vibrio, como Vibrio
harveyi, Soto-Rodriguez et al. (2010) reportaron una CMI de 9.33 pug/ml en cepas aisladas de
camarones enfermos, esta concentracion relativamente baja fue similar a los resultados
observados Unicamente en la cepa T13N, que mostré la concentracién mas baja de las cepas
analizadas. Las diferencias en la eficacia de los antibidticos, en comparacién con estudios
previos, podrian atribuirse a varios factores, como la fuente de aislamiento de las cepas y la
exposicidén previa a antibidticos. Sin embargo, los hallazgos sugieren que ciertas cepas de
Vibrio han desarrollado una susceptibilidad pobre frente a la aplicacién de antibiéticos como

el florfenicol.
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Por otro lado, los valores de concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para la oxitetraciclina
(OXI) variaronentre 32 y 256 pug/ml. Lascepas T13P, T35y T63N presentaron el valor mas alto,
alcanzando 256 pg/ml, lo que sugiere una baja susceptibilidad, aunque moderada en
comparacion con los niveles observados para la furazolidona vy el florfenicol. Estudios previos
han demostrado que la oxitetraciclina puede inhibir el crecimiento de especies de Vibrio a
concentraciones que oscilan entre 120 y 250 pg/ml (Yudiati y Azhar, 2021). Soto Rodriguez et
al. (2010) reportaron una CMI de 93.01 pug/ml para Vibrio harveyi aislado de camarones
enfermos, ligeramente menor a los resultados minimos obtenidos. Sin embargo, es
importante considerar que la resistencia a los antibiéticos puede variar segun las condiciones
ambientales y la exposicidon previa de los microorganismos. Investigaciones realizadas en
camarones expuestos a oxitetraciclina han revelado efectos adversos significativos. Ademas,
Uyaguari et al. (2009) encontraron que la concentracién letal del 50% para este antibidtico en
camarones fue de 683.30 pg/ml, observandose también efectos subletales crénicos que

impactaron negativamente la poblacién bacteriana intestinal de estos crustaceos.

8.3 Analisis genético de la resistencia a antibidticos

Los resultados del analisis de genes de resistencia a antibidticos, incluida la identificacidn de
genes, revelaron una estrecha interconexion entre las cepas analizadas, proporcionando una
vision detallada de la comunicacidn bacteriana, asi como de la resistencia y adaptacién de
agentes microbianos a diversos ambientes (Bruhn y Spellberg, 2015) (Fig. 3-8). Se
identificaron una serie de genes de resistencia y proteinas comunes entre las cepas, sugiriendo
la presencia de marcadores genéticos compartidos y posiblemente una relacién cercana
dentro de la comunidad bacteriana en el lugar de origen. Esto podria influir significativamente
en aspectos relacionados con la resistencia y la adaptacidn, segun Allen et al. (2009). Estudios
previos, como el realizado por Zhang et al. (2011), sugieren que los sistemas de cultivo de
camarones crean un ambiente propicio para que bacterias como Vibrio sp. adquieran
resistencia a los antibidticos presentes en el entorno. Estos sistemas permiten que las
bacterias proliferen y se adapten debido a factores como la alta densidad de organismos, el
uso intensivo de antibidticos y las condiciones especificas de agua y nutrientes que favorecen
el crecimiento bacteriano (Alav y Buckner, 2023). Esto resulta en una mayor frecuencia de

bacterias resistentes a los antibidticos en los sistemas de cultivo, bajo este contexto, la
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transferencia genética horizontal juega un papel crucial, ya que es un proceso que permite la
adquisicidon de material genético de otras células que no son las progenitoras directas. Dicha
transferencia facilita la propagacion de los genes de resistencia entre diversas especies
bacterianas, contribuyendo asi al aumento de la resistencia a los antibidticos a nivel global

(Michaelis y Grohmann, 2023; Wang et al., 2023).

La resistencia a los antibidticos de diferentes familias de farmacos, especialmente en cepas
del género Vibrio como V. parahaemolyticus, ha sido ampliamente investigada. Nuestros
analisis revelaron la prevalencia de genes como tet(35) y tet(B), los cuales producen proteinas
que actuan como bombas para expulsar los antibidticos de tetraciclina, lo que les permite a
las bacterias resistir estos medicamentos (Zhu et al., 2021) (Fig.9). Cabe destacar que la
informacioén identificada en los genomas sobre resistencia a la tetraciclina fue observada en
las pruebas de susceptibilidad (Tabla I). Por otro lado, el gen tetR, también identificado en
todas las cepas analizadas, regula la actividad de los genes tet(35) y tet(B), manteniendo su
expresion baja cuando no hay tetraciclina, pero permitiendo su activacién cuando este
antibidtico estad presente. Esto resulta en un aumento de la resistencia de las bacterias a las
tetraciclinas, reforzando asi su papel en los procesos infecciosos (Han etal., 2015) (Figuras. 3-
6). Investigaciones recientes de Wang et al. (2021) corroboraron la presencia de genes como

tet(50) y tet(35) en V. parahaemolyticus, respaldando los resultados obtenidos.

Con relacién a la informacidn disponible sobre V. diabolicus, la comprension es limitada; sin
embargo, los andlisis han revelado la presencia de varios genes asociados con la resistencia a
la tetraciclina. Ye et al. (2023) también han reportado una amplia variedad de genes
relacionados con la resistencia a la tetraciclina en diversas especies de Vibrio, incluyendo V.
diabolicus, como tet(34), tet(A), tet(B), tet(M) y tet(E), demostrando asi un conjunto completo
de genes asociados con esta resistencia. Este hallazgo subraya la estrecha relacién entre los
signos clinicos agudos de la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND, por
sus siglas en inglés), que incluyen letargia, anorexia, hepatopancreas palido y acuoso, tracto
vacio (estdbmago e intestino) y cromatoforos expandidos (Soto-Rodriguez et al., 2015), con los
genes identificados. Ademas, se ha observado que los antibidticos pertenecientes a la familia
de las tetraciclinas pueden jugar un papel significativo en la progresion de la enfermedad, ya
gue su uso selectivo podria potencialmente promover el desarrolloy la propagacion de cepas

resistentes del género Vibrio en los sistemas de producciéon de camarones, lo que a su vez
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puede aumentar la severidad de la AHPND en estas poblaciones acuicolas (Castellanos et al.,
2023). Bajo este contexto, las cepas analizadasfueron aisladas de sistemas de produccién que
presentaban signos clinicos de AHPND, lo que sugiere una posible relacién entre la resistencia
y los grupos de antibidticos utilizados. Las cepas AHPND+, principalmente V.
parahaemolyticus, muestran una tendencia a desarrollar resistencia a multiples antibidticos,
esto se debe en parte a caracteristicas genéticas propias de estas cepas, incluyendo
potencialmente la coadquisicion de genes de resistencia junto los genes responsables de la
produccion de toxinas AHPND (Zhang et al., 2024; Nguyen et al., 2023). La alta virulencia de
las cepas AHPND+ lleva a un uso intensivo de antibidticos, aumentando la presioén selectiva'y
fomentando la aparicion de cepas (Kumar et al, 2021). Esta combinacidon de alta
patogenicidad y resistencia antimicrobiana complica el tratamiento, ya que los antibidticos
efectivos contra cepas no AHPND pueden no ser eficaces contra las cepas resistentes debido
a la resistencia antimicrobiana (AMR). El uso excesivo y el mal uso de antibidticos acelera la
evolucioén de cepas resistentes, resultando en bacterias multirresistentes (MDR, resistentes a
multiples clases de antibidticos), extensamente resistentes (XDR, resistentes a casi todas las
opciones disponibles excepto algunas) y pandrogresistentes (PDR, resistentes a todos los

antibidticos conocidos), que son especialmente dificiles de tratar (Arabestani et al., 2014).

Se identificaron una serie de genes relacionados con la resistencia a vancomicina, que incluyen
los clusters vanY y vanB, junto con VanT vy el cluster G, en las cepas T25, T35y T63 (Fig.5, 6y
7) todas identificadas como V. diabolicus. Sin embargo, la informacién sobre la presencia de
estos genes en cepas del género Vibrio es escasa, ya que han sido ampliamente identificados
en bacterias Gram positivas, como Enterococcus, Staphylococcus y algunas cepas de Bacillus
(Hashimoto et al., 2019). Por lo tanto, su presencia no ha sido documentada previamente en
las especies analizadas. En este estudio, no se probdé ningln antibidtico particular para
confirmar si confieren resistencia a dichos antimicrobianos en las especies analizadas, se
sugiere realizar estos andlisis en un futuro para comprender mejor la sensibilidad de las cepas
frente a los antibioticos. Durante los analisis gendomicos realizados, se observd una marcada
presencia de los genes blacars-18 Y blacars-42 en todas las cepas de V. parahaemolyticus y V.
diabolicus analizadas (Fig.9). Estos genes estan asociados con la resistencia a los
carbapenémicos, una clase de antibidticos beta-lactamicos altamente eficaces contra una
amplia gama de bacterias, incluso aquellas resistentes a otros tipos de antibidticos como las

penicilinas y las cefalosporinas (Turner et al., 2018). Son considerados como ultimo recurso
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debido a su amplia actividad y efectividad antimicrobiana (Chiotos et al., 2020). La prevalencia
de estos genes en patdgenos del género Vibrio que incluyen V. cholerae, V. parahaemolyticus
y V. vulnificus demuestra la capacidad de las bacterias para degradar una amplia gama de
antibidticos B-lactdmicos, incluidos los carbapenémicos, lo que complica el tratamiento de las
infecciones (Morris et al., 2023). Aunque estos genes de resistencia no son tan prominentes
en la literatura como las B-lactamasas NDM, KPC u OXA, su presencia en V. parahaemolyticus
(T13P) indica una diversificacidon en los mecanismos de resistencia antimicrobiana. Ademas,
se ha observado que estos genes estdn directamente relacionados con la resistencia a
fluoroquinolonas, fosfomicina, tetraciclina, penicilina y cefalosporina en V. diabolicus. Esto
sefiala un panorama de resistencia antimicrobiana complejo y multifacético en especies de
Vibrio, subrayando la importancia de la vigilancia continua y el desarrollo de enfoques

terapéuticos innovadores para controlar estas infecciones (Nava-Soberanes et al., 2021).

Lamayoria de las cepas estudiadas poseen el gen adeF (Fig. 3-9), fundamental en la resistencia
a antibidticos fluoroquinoldnicos y tetraciclinicos, codificando un efector de bomba de
expulsion de multiples farmacos (MDR) (Kaviani et al., 2020). Este gen, ampliamente presente
en V. parahaemolyticus, detectado tanto en cromosomas como en plasmidos conjugativos,
facilita su transferencia tanto vertical (de una generacién a la siguiente) como horizontal
(entre especies no relacionadas) a través de elementos genéticos moviles (Sobecky y Hazen,
2009). Su prevalencia en variascepas indica su ocurrencia comun en comunidades bacterianas
(Wang et al., 2022). A pesar de que no se ha reportado previamente en V. diabolicus, en este
estudio también se identificd el gen CRP, posiblemente adquirido mediante transferencia
horizontal de genes, el gen CRP desempefa un papel crucial en la resistencia a los
antimicrobianos en especies de Vibrio (Vibrio cholerae), codificando a proteinas involucradas
en los mecanismos de expulsion de farmacos a través de bombas de eflujo (De et al., 2024)
por lo que podria conferir resistencia a diversas familias de antibioticos. Estos resultados
sugieren una resistencia generalizada de las cepas a estos antibidticos, la eficacia
independiente de los antibidticos en el tratamiento de infecciones en camarones puede
depender de varios factores, incluido el tipo de bacteria que causa la infeccion, la sensibilidad
de esa bacteria al antibidtico especificoy la dosis administrada (Torres Corral, 2022). Estudios
previos, como el de Lagana et al. (2011), han informado sobre la resistencia a tetraciclinasy

fluoroquinolonas en especies de Vibrio, incluido V. parahaemolyticus, con variaciones en la
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susceptibilidad a estos farmacos entre diferentes cepas y con el tiempo, reflejando el

desarrollo continuo de la resistencia (Raharjo et al., 2022).

Laresistencia a los antibidticos en bacteriases un fendmeno complejo que involucra multiples
mecanismos genéticos (Dominguez et al., 2023), los genes identificados en el analisis
gendmico podrian relacionarse directamente con los resultados obtenidos en los ensayos de
susceptibilidad (Tabla 1). Especificamente, aquellos genes que codifican bombas de expulsién
de multiples drogas pertenecientes a las familias RND y MFS podrian estar vinculados con la
resistencia moderada observada frente a diferentes farmacos. Por ejemplo, los genes tet(35),
tet(B) y tetR facilitanla expulsién activa de las tetraciclinas, loque podria explicar la resistencia
moderada a la oxitetraciclina en las diferentes cepas. Por otro lado, los genes reguladores
como rsmA y CRP podrian contribuir a la resistencia a multiples antibidticos al modular la
expresion de otros genes involucrados en mecanismos de resistencia, en particular, rsmA
podria estar implicado en los altos niveles de resistencia frente a furazolidona y florfenicol,
donde se reportaron valores de CMI de hasta 512 ug/ml. Ademas, la presencia de bombas de
expulsion como la codificada por adeF también podria asociarse con la resistencia observada,
especialmente frente a aquellos antibidticos donde se reportaron niveles mds elevados de

resistencia, como furazolidona y florfenicol.

8.4 Plasmidos y resistencia antibiotica

La resistencia a los antibioticos en Vibrio sp. puede ser facilitada por la presencia de plasmidos
que contienen genes de resistencia (Wang et al., 2018). Estos genes pueden codificar una
variedad de proteinas que contrarrestan los efectos de los antibidticos, desde enzimas que
degradan los antibidticos hasta proteinas de bombeo que los expulsan fuera de la célula
bacteriana (Lopatkin etal., 2016). La adquisicién de plasmidos con estos genes de resistencia
permite a las bacterias del género Vibrio sobrevivir y multiplicarse incluso en presencia de
antibidticos, lo que complica significativamente su tratamiento (Nhung et al., 2020). El analisis
gendmico realizado para la reconstruccién del plasmido identificado en la cepa T13P de
V.parahaemolyticus (Fig. 10) reveld la presencia significativa de diversos marcadores
genéticos, considerados asi debido a sus importantes implicaciones en la biologia y
patogenicidad de la cepa. Un marcador genético es una secuencia especifica de ADN que se

utiliza para identificar y rastrear posiciones particulares en el genoma, asociando estas
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secuencias con caracteristicas biolégicas especificas (Slack, 2023). Estos genes funcionan
como marcadores genéticos porque permiten identificary caracterizar la cepa T13P, asociar
sus secuencias con rasgos especificos de virulencia y resistencia a antibidticos, y comprender
mejor la variabilidad genética y los mecanismos de patogenicidad de V. parahaemolyticus.
Entre estos marcadores se encuentran genes pirAB, transposasas (tn3, IS5), genes
relacionados con el sistema de transferencia de plasmidos, la formaciony funcionamiento del
pilus de conjugacién (TrbC, TraC, TrbJ, TrbN, TrbB, TrbL, TrbG, TrbF) (Shala-Lawrence et al.,
2018), genes relacionados con la movilizacién de plasmidos (MobB) (Garcillan-Barcia et al.,
2019), la organizacidon y mantenimiento cromosémico (smc), genes asociados con el sistema
de secrecién tipo IV (T4SS) (virB4 y virB11) (Azizimoghaddam et al., 2023), genes asociados
con el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) (sctC), y un gen asociado con la regulacién de la

expresion génica (hns) (Deng et al., 2017)

Los genes identificados revelan una composicién genética con importantes implicaciones en
términos de virulencia, diseminacién y estabilidad. La presencia de genes asociados al sistema
de secrecidn tipo Il (T3SS), como sctC, coincide con hallazgos previos que destacan el papel
crucial de este sistema en la patogénesis de V. parahaemolyticus (Zhang y Orth, 2013). Este
sistema comprende numerosos genes, aunque en los plasmidos de virulencia se identifican
algunos especificos, como sctA, sctB, sctC, sctD y sctE, los cuales son fundamentales para la
funcionalidad del T3SS y su capacidad de mediacién en la virulencia de cepas V.
parahaemolyticus clinicas (Flacht et al., 2023). De igual manera, la identificacién de genes
vinculados al sistema de secrecién tipo IV (T4SS), como virB4 y virB11, es consistente con
estudios que han demostrado la importancia de este sistema en la transferencia horizontal de
material genético en otras especies de Vibrio, la identificacién de genes asociados al sistema
de secrecidn tipo IV (T4SS), como VirB4y VirB11, se alinea con investigaciones que destacan
laimportancia de este sistema en latransferencia horizontal de genes entre especies de Vibrio
realizadaspor Ryan et al. (2023) y Zakaria et al. (2023). Los estudios sobre V. parahaemolyticus
han demostrado la presencia de un sistema de secrecion tipo Il distinto (T3SS2) que ayuda a
entregar proteinas efectoras a las células hospedadoras, contribuyendo a la patogénesis y
adaptacién ambiental (Jerez et al., 2023). Adicionalmente, el T4SS en Clostridioides difficile se
ha implicado en |la patogenicidad, con los componentes VirB4 y virD4 desempefiando papeles
cruciales en el transporte de ADN vy proteinas a través de las paredes celulares, sirviendo

potencialmente como factores de virulencia (Sorokina, et al., 2021).
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Los genes trb, traC y mobB identificados apuntan a una alta capacidad de transferencia génica
horizontal en el plasmido identificado de la cepa de V. parahaemolyticus, la presencia de
genes para la formacién del pilus de conjugacion (trb, traC) y movilizacion de plasmidos
(mobB) permite adquirir eficientemente material genético exdgeno, que incluyen plasmidos y
otros elementos moviles, lo que representa una via crucial para la diseminacion de factores
de virulencia, resistencia a antibidticos y nuevas capacidades metabdlicas entre las
poblaciones bacterianas (Xu et al., 2023). Adicionalmente la detecciéon de transposasas (tn3,
IS5) evidencia el potencial de reorganizaciéngendmica, permitiendo lainsercién e inactivacion
de genes, lo cual podria generar diversidad genética para la seleccion de variantes con mayor
capacidad de adaptaciéon (Wang etal., 2023). La presencia de los genes hns y smc, participan
activamente en la regulacidon transcripcional y organizacién del cromosoma, estos apuntan a
mecanismos relacionados con la modulacidn de la expresién génica y mantener la integridad
del genoma enrespuesta a distintos estimulos ambientales (Norfolk et al., 2023), y aunque su
papel especifico requiere mads investigacion, su presencia sugiere una capacidad de
adaptacion por vias distintas a la transferencia horizontal, facilitando de manera exponencial

la transferencia y preservacion de plasmidos.

8.5 Analisis comparativo de plasmidos

El analisis de comparativo del plasmido pT13P de la cepa T13P revela una notable similitud
con los plasmidos pLA16-2 (cepa LA16-V1 de V.campbellii) y pVPM09043 (cepa M0904 de V.
parahaemolyticus), con un 99.91% y 99.86% de identidad de secuencia respectivamente,
sobre una cobertura del 100% (Fig.11). La alta similitud obtenida entre los plasmidos
analizados sugiere una transferencia horizontal frecuente de elementos genéticos entre las
especies estudiadas (Low et al., 2023), esto podria también indicar que los pldsmidos tienen
un origencomun, como lo mencionan Gonzdlez-Gémez et al. (2020), quienes identificaron que
la presencia del transposon Tn3 es indicativa de un posible origen compartido entre cepas
mexicanasy tailandesas. En los plasmidos analizados se identificd la presencia de elementos
transponibles, como los transposones IS5y Tn3, representados por flechas rojas y verdes en
la Fig.11, estos elementos mdviles dentro del genoma pueden desempefiar un papel crucial
en la transferencia horizontal de genes y en la adaptacién evolutiva de las bacterias (Tokuda
etal., 2023), especificamente los transposones IS5 son secuencias de ADN cortas que codifican

una enzima llamada transposasa, la cual permite su movilizacién dentro del genoma (Wedel
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et al., 2023). En Vibrio, estos elementos pueden insertarse en diferentes sitios del ADN,
provocando mutacionesy reorganizaciones gendmicas, y asi también puntos de diferenciacién
entre cepas, donde la movilidad de IS5 facilita la transferencia horizontal de genes entre
diferentes cepas, este proceso puede llevar a la adquisiciéon de nuevas caracteristicas, como
genes de resistencia a antibidticos o factores de virulencia, lo que a su vez puede mejorar la
capacidad de adaptacién de las bacterias a nuevos ambientes y hospederos, ya que al
insertarse en ubicaciones estratégicas, IS5 puede activar o desactivar genes que contribuyen
a la supervivencia en entornos cambiantes, incluyendo ambientes con alta presién de

seleccidn por uso de antibidticos (Johnson et al., 2011; Hawkey, 2017; Olasz et al., 2022).

La presencia de elementos moviles identificados en el analisis comparativo como los
transposones IS5 y Tn3 son particularmente importantes en bacterias del género Vibrio,
conocidas por su capacidad de adaptarse rdpidamente a diferentes ambientes y hospederos,
esto es especialmente relevante en el contexto de la acuicultura, donde los transposones
pueden mediar la diseminacién de genes de resistencia a antibidticos y de virulencia
(Fernandez et al., 2023), en relacidén a la resistencia la capacidad de transportar genes de
resistencia es crucial en ambientes acuaticos, donde el uso de antibidticos es comun, sobre
todo en los sistemas de cultivo donde las condiciones estructurales y de procesamiento
facilitan la rapida propagacion de resistencia entre las poblaciones bacterianas (Nonaka etal.,
2022). Especificamente, las transposas de tipo Tn3 son mas grandes y complejos que los IS5,
ademads las Tn3 suele llevar genes adicionales que confieren resistencia a antibidticos y puede
insertarse en diferentes partes del genoma, promoviendo la recombinacidon genética y la
transferencia de genes (Lipszyc et al., 2022). El andlisis de la transposasa Tn3 dentro del
plasmido pT13P concuerda con estudios previos realizados por Soto-Rodriguez et al. (2024)
quienes han identificado la presencia de este elemento en pldsmidos de V. campbelli que
contiene los gens pirA y pirB. Estos estudios mencionan que la presencia de Tn3 marca una
diferencia notable: el transposén Tn3 esta ausente en las cepas asidticas pero presente en las
cepas latinoamericanas, esto destaca una diferencia clave en la estructura plasmidica entre
diferentes regiones geograficasy sugiere que los factores ambientales o la presion selectiva
local podrian influir en la composicion genética de los plasmidos en distintas poblaciones

bacterianas.
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Por otra parte, se identificd la presencia de los genes de virulencia pirA y pirB, que se
encuentran en los tres pldsmidos mencionados, estos genes se encuentran flanqueados por
transposones de la familia IS5 en direcciones opuestas (Fig.11). Esta disposicion genética es
crucial, ya que estos genes estan vinculados con la produccion de la toxina binaria PirABy su
movilidad, mediada por transposones IS5, podria promover la diseminacion de estos factores
de virulencia entre diferentes cepas bacterianas, aumentando de este modo su potencial
patogénico (Owaied y Jabur, 2022). La configuracién de pirA y pirB, flanqueados por IS5, no
solo facilita su movilidad dentro del genoma, sino que también podria representar un
mecanismo eficaz para la transferencia horizontal de estos genes entre diversas cepas, los
transposones de la Secuencia de Insercion 5 (IS5) desempefian un papel crucial en la
regulacionde la expresion génica.Zhang y Saier (2009) demostraron su capacidad para activar
o reprimir genes relacionados con el metabolismo como glPFk, bglGfB, FuCaO vy la virulencia
FIhDc y nFSb. Se ha observado que los elementos IS5 tienden a insertarse en sitios especificos
bajo condiciones de estrés, lo que altera los patrones de expresidon génica. Por lo tanto, la
presencia de estos elementos de insercién podrian influir en la expresién de los genes pirA'y
pirB, ya sea a través de su activacion o represion (Norfolk y Lipp, 2023), precisamente debido
a esta modulacién en la expresién puede tener consecuencias significativas en la virulencia de
las cepas, puesto que cambios en la expresidn de estos genes podrian alterar la interaccion de
las bacterias con sus hospedadores o la resistencia frente a los mecanismos de defensa del
hospedero (Orel et al., 2023). A pesar de la alta conservacion global, algunas regiones del
plasmido pT13P difieren de las de pLA16-2 y pVPMQ09043, lo que evidencia la presencia de
inserciones, deleciones o reordenamientos especificos en cada uno de estos plasmidos, esta
variabilidad sugiere que las cepas que portan estos pldsmidos pueden experimentar
adaptaciones locales, permitiéndoles adquirir nuevas funciones o eliminar secuencias que ya
no son esenciales. Wang et al. (2022) resaltaron esta capacidad de adaptacion en plasmidos
IncR donde se registraron diversos perfiles de genes de resistencia debido a la variacién en los

madulos accesorios presentes en diferentes plasmidos.

La presencia de plasmidos y el impacto que puede generar en los hospederos ha sido
ampliamente documentado en la literatura, especificamente los plasmidos que contienen las
toxinas formadas por las proteinas PirAy PirB en V. parahaemolyticus han sido analizados por
Dong et al. (2017), particularmente en aislados de camardn que mostraron altos niveles de

mortalidad. También Soto-Rodriguez et al. (2022) han demostrado que estas toxinas generan
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un efecto citotoxico en el hospedero y posiblemente afectan la microbiota circundante,
destacando principalmente el rol dual de la toxina PirABvp. El conocimiento sobre la presencia
y funciéon de los plasmidos y las proteinas PirAB en el genoma de esta cepa es crucial para
comprender su patogenicidad, Lee et al. (2015) mencionan que la presencia de los genes PirAB
puede incrementar la virulencia de V. parahaemolyticus, especialmente cuando la bacteria
adquiere un plasmido especifico relacionado con el Sindrome de Necrosis Hepatopancreatica
Aguda (AHPND), debido a que estos genes son considerados el principal factor de virulencia
asociado a la enfermedad. Esto sugiere que la presencia simultanea de los genes PirAB vy el
plasmido relacionado puede potenciar la capacidad patogénica de la bacteria, destacando la
importancia de estos elementos en la virulencia. Estos hallazgos resaltan la importancia de
comprender la estructura genética de las cepas bacterianas para evaluar su potencial
patdégeno y su capacidad de resistencia antimicrobiana, particularmente en contextos de

afecciones bacterianas en ambientes acuicolas.

8.6 Interaccion entre plasmidos y profagos en la resistencia antibiética

El analisis de profagos (Fig. 3-8) sugiere su presencia en la mayoria de las cepas analizadas, lo
que plantea la posibilidad de una interaccién con virus-bacterianos, andlisisanteriores revelan
que muchas especies bacterianas, incluyendo Vibrio, albergan profagos dentro de sus
genomas (Gonzalez de Aledo et al., 2023). Los profagos pueden transportar genes de
resistencia a los antibidticos en su genoma (Burrus y Waldor, 2004), estos genes pueden ser
adquiridos por las bacterias hospedadoras durante la infeccién y luego integrarse en su
genoma, proporcionando a las bacterias la capacidad de resistir los antibidticos especificos
codificados por estos genes (Jun et al., 2014). Sin embargo, la ausencia de indicios de profagos
o genesrelacionados en lascepas T35y T63 (Fig.6y 7) destaca una posible diferenciagendmica
en estas cepas en particular. Aunque los bacteriéfagos han sido bien documentados en
especies del género Vibrio y son comunes en las bacterias, la informacion especifica sobre
profagos en V. parahaemolyticus y V. diabolicus varia dependiendo de la cepa, la ubicacion
geografica y otros factores (Yates et al., 2024). No obstante, son de vital importancia ya que
pueden llevar genes que codifican toxinas u otros factores de virulencia, lo que puede influir
en la patogenicidad de la bacteria hospedera (Plaza et al., 2018). Por lo tanto, los profagos
podrian estar actuando como vectores de transferencia horizontal de genes de resistencia a

los antibioticos entre las cepas analizadas, Incluso la presencia de profagos y la resistencia a
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los antibidticos podrian estar relacionadas debido a procesos de coevolucion y seleccion
natural (Takeuchi et al., 2023; Le Roux y Blokesch, 2018), donde las bacterias que adquieren
profagos con genes de resistencia a los antibidticos podrian tener una ventaja selectiva sobre
las bacterias que no tienen esa capacidad, esto llevaria a una mayor prevalencia de resistencia
en la poblacién, promoviendo su adquisiciéon dentro de los sistemas de cultivo (Wozniak etal.,

2021).

8.7 Analisis MLST y dispersion global de cepas de Vibrio

El andlisis MLST de las cepas mexicanas identificadas como V. diabolicus (Fig. 13) T25, T35,
T63, T63N y T13N, incluyo el analisis de los loci: recA, gryB, dnaE, pntA, dtdS, pyrCy atpA, con
30 genomas de referencia de diversas partes del mundo, el cual ha revelado conexiones
directas con la cepa colombiana Pv89 (ID:PRINA754786) y otras cepas alrededor del mundo.
Esta cepa colombiana fue aislada de muestras ambientales, que incluyen agua de mar (Pérez-
Dugque et al., 2021), mientras que algunas de lasotras cepas, que comparten una granrelacion,
como cepas asiaticas en su mayoria, fueron aisladas de sistemas de cultivo de organismos
como camardn. Estas relaciones genéticas plantean interrogantes sobre los posibles
mecanismos que han facilitado la dispersién y la relacidn gendmica, lo que sugiere eventos de
migracion en el caso de muestras ambientales, de manera natural y mezcla genética entre
poblaciones bacterianas de diferentes regiones geograficas (Marquéz Ortiz, 2017). Ademas,
en el caso de muestras con origen en granjas de cultivo de camarén, el papel del comercio
internacional y las relaciones comerciales son un punto clave, especialmente entre cepas
asiaticas y colombianas. E incluso la formacién de clados especificos, como el observado en
las cepas T63, podria reflejar patrones evolutivos compartidos entre estas cepas, la relacién
entre la cepa T63N mexicanay la cepa brasilefia HAN19, que fueron aisladas de sistemas de
produccion de camarédn, plantea interesantes interrogantes sobre su origeny posible conexién
comercial entre Méxicoy Brasil, esta asociacion podria reflejar la dinamica de intercambio de
recursos genéticos en el ambito de la acuicultura, donde los movimientos comerciales de
especies acudticas y sus productos son comunes entre paises (Bonilla, 2016). La evidencia
bibliografica sugiere que estas cepas podrian tener vinculos con cepas asidticas, dado que la
mayoria de los camarones producidos en Latinoamérica provienen de productores asiaticos
que han sido introducidos en la region, esta conexidén plantea la posibilidad de una

transferencia genética entre las poblaciones de camarones de diferentes regiones, lo que
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podria influir en la diversidad genética y la adaptacion de estas especies a diferentes

condiciones ambientales y prdcticas de cultivo (Vilela y Falcdo, 2021).

La introduccién de camarones de origen asidtico en Latinoamérica ha sido un fenédmeno
ampliamente documentado en la literatura cientifica (Lépez-Téllez et al., 2020), esta practica
se ha llevado a cabo con el objetivo de impulsar la produccién acuicola en la region,
aprovechando la experiencia y tecnologia desarrollada en paises como China y Tailandia,
lideres en la produccién de camardn a nivel mundial., La posibilidad de una relacién entre la
cepa T63N mexicana y la cepa brasileia HAN19 también plantea interrogantes sobre la
bioseguridad y el manejode la acuicultura en ambas regiones, donde es importante considerar
los riesgos asociados con la introduccion de nuevas cepas de patégenos en los sistemas de
produccion de camaron, asi como lasmedidas de control y prevencion necesarias para mitigar
estos riesgos (Stentiford et al., 2012). Elagrupamiento independiente de la cepa T35 mexicana
con cepas de la, China y Australia sugiere eventos de dispersién mas amplios que podrian
haber ocurrido a través de rutas comerciales oceanicas (Tang et al., 2019). Es crucial
considerar el papel del comerciointernacional y las relaciones comerciales en la dispersion de
estas cepas, lo que podria tener implicaciones significativas en términos de bioseguridad y

manejo de enfermedades bacterianas en diferentes regiones.

El analisis de MLST realizado sobre la cepa T13P, identificada como V. parahaemolyticus (Fig.
12), incluyé el estudio de 40 genomas de referencia de diversas partes del mundo, con los
marcadores genéticos; dnaE, gryB, recA, dtdS, pntA, pyrC y tnaA. Este analisis considerd
especificamente la presencia o identificacién de plasmidos portadores de pirAB, incluyendo
cepas de origen mexicano (M2413, M215, M0605, M0607, M0401, M2401, M0802, y M0904)
analizadas previamente por Gonzdlez-Gémez et al. (2020). La cepa T13P mostré una alta
similitud con la cepa vp2015094 (ID:PRJNA750876) aislada de mariscos cultivados en la
provincia de Liaoning, China, y caracterizada por la presencia del pldasmido pVp94-1. Dicho
plasmido es portador de varios genes de resistencia a antibiéticos (ARGs), incluyendo aquellos
gue confieren resistencia a tetraciclinas (tetB, tetC, tetM, tetR), aminoglucdsidos (aph(3')-ib,
aph(6)-1d), sulfonamidas (sul2), diaminopiridina (dfrA6), fenicol (floR) y blacars-19 (resistencia a
betalactamicos), segun lo reportado por Wang etal. (2022). Se observé una alta similitud entre
estos genes de resistencia y los identificados en la cepa T13P mediante analisis gendmico, lo

que sugiere una posible relacion genética entre ambas cepas y la presencia compartida de
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elementos genéticos asociados con la resistencia a antibidticos. La cepa T13P también
muestra una relacion cercana con la cepa cp022243, posiblemente con un origen comun, ya
que esta ultima fue aislada de brotes de AHPND en camarones cultivados en Zhangpu, China
(Fu et al., 2018), a diferencia de las cepas mexicanas que forman grupos independientes. El
analisis filogenético reveld que las cepas de origen mexicano estdn mas estrechamente
relacionadas con cepas originarias de Malasia, Corea del Sur y Filipinas (Fig. 13) también
reportado por Gonzdlez-Gémez et al. (2020), loque indica una diversidad genética significativa
entre estas poblaciones de V. parahaemolyticus. Andlisis anteriores han sugerido que lascepas
presentes en América Latina muestran una amplia diversidad genética (Castellanos et al.,
2023) e incluso han sefialado una ausencia de clados con origenes precisos, que incluyen a
cepas mexicanas y norteamericanas, por lo tanto, la falta de conexidn directa entre la cepa
analizada en este estudio (T13P) y las demds cepas mexicanas es algo relativamente comun.
Un ejemplo similar se obtuvo en el estudio de Chonsin et al. (2016), donde el analisis
filogenético MLST de cepas de V. parahaemolyticus de Tailandia mostré una amplia variacién
genética, similar a la que hemos encontrado. Otro motivo por el cual pueda existir diferencia
entre la cepa T13P y el resto de las cepas mexicanas es la posible adquisiciéon de material
genético exdgeno a través de eventos de transferencia horizontal, como la conjugacion
bacteriana (San Millan et al., 2015). Este proceso de transferencia de material genético entre
bacterias de diferentes linajes podria haber introducido variabilidad genética en la cepa T13P,
lo que contribuiria a su divergencia genéticainesperada con respecto a otras cepas mexicanas.
Este tipo de eventos de transferencia horizontal son comunes en la evolucién bacteriana y
pueden resultar en la adquisicién de genes de resistencia a antibiéticos, factores de virulencia
y otros elementos que pueden conferir ventajas adaptativas a las bacterias en entornos
cambiantes (Garud et al., 2019). La importancia de los transposones en las cepas analizadas
radica en su capacidad para promover la movilidad génica y la recombinacién genética. La
presencia del transposdn Tn3 en todas las cepas de América Latina previamente analizadas
sugiere que este elemento mévil puede actuar como un marcador distintivo de la regidn
geogriafica.Sinembargo, la observacion de una relaciénfilogenética mascercana entre la cepa
T13P y cepas chinas que con otras cepas mexicanas sugiere una posible variabilidad en la
presencia o prevalencia de ciertos transposones entre diferentes regiones geograficas
(Partridge et al., 2018). El analisiscomparativo mostré que el plasmido de lacepa T13p mostré
la presencia del transposdon Tn3 y la transposasa IS5, pero habia regiones no compartidas entre

los pldsmidos que podrian influir en la diferencia entre las cepas analizadas. La implicacion de
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esta diferencia en los transposones apunta hacia una diversidad genética mayor de lo
esperado en las cepas analizadas, lo cual podria deberse a la movilidad de estos elementos
genéticos (Frost et al., 2005). Esta movilidad podria haber facilitadola transferencia horizontal
de genes entre cepas de distintas regiones geograficas, permitiendo la dispersion vy la
adaptacién a nuevos ambientes. Ademas, esta observacion sugiere la posibilidad de
interacciones transnacionales que han influido en la evolucidon y dispersion de estas cepas
bacterianas, lo que subraya la complejidad de los procesos evolutivos en el contexto de la
microbiologia y la epidemiologia bacteriana (Carattoli, 2013). Las discrepancias en las
estrechas relaciones entre las cepas analizadas plantean interrogantes sobre su origeny las
posibles vias de introducciéon en México, especialmente en el contexto de los brotes de la
enfermedad necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND) relacionados con la importacion de
camarones asiaticos y de Latinoamérica. Posiblemente estos brotes, asociados con V.
parahaemolyticus, surgieron en 2013, pero el origen exacto sigue siendo desconocido debido
a la falta de conexiones genéticas claras entre las cepas de diferentes regiones (Solis et al.,
2021). Se plantean varias posibilidades, como la importacién de camarones asiaticos, la
introduccion de cepas asidticas a través de camarones importados o la dispersion global de
cepas mediante practicas de acuicultura. La divergencia genética observada en la cepa T13P
sugiere una posible conexién con una de estas vias de introduccion. Se requieren estudios
adicionales para comprender completamente los mecanismos subyacentes a la introduccién
y dispersién de cepas de V. parahaemolyticus asociadas con AHPND en Meéxico y otras

regiones (Fuy Tian, 2017).

Los analisis gendmicos de cepas de V. parahaemolyticus y V. diabolicus revelan una compleja
interconexién genética y posibles rutas de dispersion a nivel mundial. La diversidad genética
observada entre estas cepas, con conexiones genéticas entre regiones geograficas diversas,
destaca la influencia de la movilidad y la interaccién transnacional en la evolucién bacteriana.
Ademas, la presencia de genes de resistencia a antibidticos en algunas cepas plantea
preocupaciones adicionales sobre la bioseguridad y el manejo de enfermedades bacterianas
en la acuicultura. La necesidad de politicas efectivas de control antimicrobiano se vuelve aln
mas evidente con la observacién de esta resistencia. Las discrepancias en las relaciones
genéticas entre cepas sugieren interrogantes sobre el origen y las vias de introduccién,
especialmente en el contexto de brotes de enfermedades bacterianas. Se requiere una mayor

investigacidn para comprender completamente los mecanismos subyacentes a laintroduccion
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y dispersion de cepas de V. parahaemolyticus y V. diabolicus, lo que contribuird a mejorar la

gestién de la bioseguridad en la acuicultura y la salud publica a nivel global.
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9. CONCLUSIONES

e Se aislaron seis cepas bacterianas del género Vibrio provenientes de sistemas de
cultivo del camardn blanco Penaeus vannamei. De estas, cinco fueron identificadas
como V. diabolicus y una como V. parahaemolyticus,. Ademas, la presencia
predominante de V. diabolicus sugiere una adaptacion particular de esta especie a las

condiciones ambientales de los cultivos de P. vannamei.

® Los resultados del perfil de susceptibilidad antibidtica de las cepas de Vibrio sp.
muestran una considerable variabilidad en |a resistencia a los antibidticos examinados
por parte de cepas de prueba. Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en el
analisis genémico, donde se observaron diferencias en la presencia de genes de

resistencia entre las cepas.

e Se identificaron diversos genes de resistencia en las cepas analizadas, incluyendo
genes de distintas familias como vanT-vanG cluster, vanY-vanB cluster, tet(35), TxR,

blacars-a2, blacare-18, rsmA, adeF, CRP, tet(B), y tetR.

e Los mapas gendmicos construidos revelaron que las cepas mexicanas de Vibrio
presentan estrechas relaciones genéticas con cepas de origen chino y otras asiaticas,

independientemente de la especie analizada.
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