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Resumen

Son varios los factores que afectan la salud de las aves en la produccion avicola, sin
embargo, se ha dedicado poca atencion a los artropodos que pueden actuar como
posibles vectores de enfermedad, siendo el actor principal Alphitobius diaperinus. En
respuesta a esta problematica, de lo que representa este artropodo en avicultura, se
plantearon dos enfoques: el primero basado en metagendmica por secuenciacion no
dirigida o shotgun, en el que se secuencio todo el material gendmico y se realizo el
correspondiente andlisis bioinformatico, que permiti6 conocer la diversidad y la
abundancia de las comunidades microbianas; y el segundo, la determinacion de las
especies con potencial biotecnologico y de los posibles genes de resistencia
antimicrobianos en las especies con riesgo de patogenicidad identificadas en el
estudio.

Este trabajo amplia el conocimiento sobre la comunidad microbiana de A. diaperinus en
relacion a su potencial en bioprospeccién, plantear una alerta a la comunidad médica, y
los avicultores de los riesgos por la posible transferencia de genes de resistencia a los
antibidticos. Ademas se proponen recomendaciones a los avicultores en relacién al

biomanejo de este artrépodo.

Palabras clave: Alphitobius diaperinus, microbioma de artrépodos, bioprospeccion,

metagendmica, genes de resistencia, vector de ARG.
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Abstract

There are several factors that affect the health of birds in poultry production, however,
little attention has been devoted to arthropods that can act as possible vectors of
disease, the main actor being Alphitobius diaperinus. In response to this problem, of what
this arthropod represents in poultry farming, two approaches were proposed: the first
based on metagenomics by non- directed sequencing or shotgun, in which all the
genomic material was sequenced and bioinformatic analysis was carried out, which
allowed knowing the diversity and abundance of microbial communities; and the
second, the determination of the species with biotechnological potential and the possible
antimicrobial resistance genes in the species with risk of pathogenicity identified in the

study.

This work expands the knowledge about the microbial community of A. diaperinus in
relation to its potential in bioprospecting, raising an alert to the medical community, and
poultry farmers of the risks due to the possible transfer of antibiotic resistance genes. In
addition, recommendations are proposed to poultry farmers in relation to the
biomanagement of this arthropod.

Key words: Alphitobius diaperinus, arthropod microbiome, bioprospecting,

metagenomics, resistancegenes, ARG vector.
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1. Introduccion

Los objetivos de este trabajo fueron, describir las especies que conforman el
microbioma de Alphitobius diaperinus, caracterizando y analizando la diversidad
microbiana hallada en el artropodo adulto recuperado del sustrato de cascarilla de
arroz. Para lograr esto, se utilizé la secuenciacion NGS shotgun y asi poder
caracterizar las comunidades eucariota y procariota a partir de una muestra recolectada

en un galpon de una granja avicola ubicada en Fusagasuga, Colombia.

La importancia de esta investigacion radica que en Colombia, la produccion avicola
marca un renglén importante para la economia del pais (1). En el afio 2018, el
crecimiento de la produccién avicola fue del 4.8%, demostrando una dindmica en el
sector, que fue interrumpida en el afio 2020 con la presentacion de la pandemia y cuya
tasa de crecimiento se situé en el punto mas bajo en dos décadas; sin embargo, en
2021 comenz6 su recuperacion al presentar el crecimiento de la produccién mas alto en

el sector con un 4.9%(2).

Esto implica la necesidad de realizar un control sobre las enfermedades bacterianas en
las aves de engorde y la evaluacién de perfiles de resistencia en los aislados
microbianos en esta poblacion, y el control de este artropodo que ha sido asociado a
dafos fisicos y transmisién de enfermedades a las aves, tanto que se define como

plaga perenne de instalaciones avicolas (3).

Cabe destacar que, actualmente, la produccion avicola de tipo intensiva se desarrolla
en condiciones de altas densidades, lo cual puede generar un mayor uso de antibiéticos
profilacticos, terapéuticos y promotores del crecimiento, lo cual genera preocupacion
sobre la afectacion de la salud humana al hallar rastros de residuos antimicrobianos en
la carne y los huevos de las aves de engorde que para los productores representa
pérdidas econdémicas, con posibles consecuencias sanitarias en el area de la salud
publica (4).

Adicionalmente, estudiar el microbioma del interior del artropodo Alphitobius diaperinus,
ofrecid la oportunidad de determinar la diversidad de microorganismos que pueden

tener una proyeccion en bioprospeccion al tener una aplicacion biotecnoldgica, como
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también hasido posible conocer que puede ser un vector con la capacidad de transferir
genes de resistencia a los antibidticos de forma horizontal, intercambio que puede
ocurrir dentro de su tracto gastrointestinal y entre diferentes especies de bacterias,
como se identific en estudios previos en condiciones de laboratorio (5).

Este trabajo puede ser indicador general para demostrar la resistencia microbiana
regional; ademas, busca crear una cultura sobre la implementacion de terapias
antimicrobianas de forma responsable en aves de produccion, donde los actores
principales serian los profesionales del area de la salud, especialmente médicos
veterinarios, productores de aves, y operarios de galpones, para asi lograr disminuir no
solo las pérdidas econémicas, sino evitar la resistencia antimicrobiana en aves y en la
comunidad que se relaciona con la produccion y los consumidores. Esta informacion
podria aportar a futuras evaluaciones de riesgos basadas en el manejo del uso de
antibidticos industriales y su impacto en la salud animal y humana.

Por otro lado, el andlisis del microbioma de Alphitobius diaperinus reveld gran
diversidad bacteriana, se encontraron cuatro filos, y dentro del filo Proteobacteria, el
mas abundante, solo se identificd la clase Gammaproteobacteria. En contraste, los
hogos estaban muy poco representados tanto en diversidad como abundancia. El
hallazgo de un fago de E. coli, el primero descrito en A. diaperinus, abre las puertas a

otras lineas en la busqueda de alternativas terapéuticas a bacterias como E coli.
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2.0Dbjetivos

2.1 Objetivo general

Describir el microbioma de adultos de Alphitobius diaperinus presentesen una granja

avicola del municipio de Fusagasuga, Colombia.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar las especies que conforman el microbioma del adulto de Alphitobius
diaperinus mediante secuenciacion de NGS shotgun.

e Relacionar las bacterias identificadas en el microbioma de Alphitobius diaperinus

con laposible presencia de genes de resistencia.

e Establecer el potencial de Alphitobius diaperinus como vector mediante la
identificacionde las bacterias patdégenas y su relacion con genes de resistencia.

e Determinar el potencial biotecnolégico de los microorganismos que conforman el

microbioma de Alphitobius diaperinus.
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3. MARCO CONCEPTUAL Y GENERALIDADES

3.1 Alphitobius diaperinus

El escarabajo Alphitobius diaperinus es un insecto del orden Coledptera,
perteneciente a la familia Tenebriodae, conocido como “coledptero de la cama”,
“escarabajo de la cama” y “escarabajo menor”; es originario de Africa subsahariana,
fue introducido a Norte América en 1910 y se ha adaptado a ambientes himedos y
a las temperaturas que estan bajo control en las instalaciones avicolas, habitando
en las camas (7); produce dafos fisicos a las instalacionesy transmite enfermedades
a las aves, tanto que se define como plaga perenne de instalaciones de las granjas

avicolas (3).

El ciclo de vida de Alphitobius diaperinus es de 45 a 55 dias, y las hembras pueden
poner de tres a cinco huevos dia y 3000 en toda su vida (8). El ciclo de inicia con el
huevo, es de forma oval alargado de color blanco transltcido, son ovopositados por
lo general en las ranuras del galpén, los huevos eclosionan en un periodo de 2 a 7
dias y 2 semanas en condiciones extremas (Figura 6 A); a continuacion, la larva
recién emergida es de color blanco transparente, de cuerpo alargado y cilindrico con
la capsula cefalica marrdn claro, después de cada muda su longitud aumenta y se
va oscureciendo hasta la sexta muda, generalmente hay 7 estados larvarios,
aunque puede haber hasta 11, y las larvas tienen un comportamiento masticador,
causando dafo en las instalaciones (Figura 6 B); luego, se convierte en pupa, un
estadio inmoévil que resiste a la adversidad ambiental y tratamientos quimicos, y
puede durar de 1 a 3 semanas, y en el cual las hembras presentan unas papilas
desarrolladas que en machos estan ausentes (Figura 6 C). Al emerger el adulto es
de color blanco cremoso, después se torna rojizo, y a los quince dias toma un color
marrén oscuro, casi negro con brillo lustroso, con estrias longitudinales en los
élitros, poseen alas y pueden volar a una distancia de 16 km, aunque raravez se les

ve volar; las hembras son de mayor tamafo, 7.3 mm y el macho tiene un rango de
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longitud de 5.3 a 6.6mm, y llegan a vivir entre dos y doce meses (Figura 6 D) (9) (3)
(10).

Las diferentes fases del ciclo de vida de este artropodo se desarrollan
principalmente en el interior de la cama, de forma opcional lo hace en alguna de sus
fases en materiales aislantes al interior de las instalaciones, escondiéndose en
grietas y la tierra. En el momento de sacar los pollos de engorde para sacrificio, la
ausencia de las aves en los galpones hace descender la temperatura de la cama y los
escarabajos la abandonan ocultandose (10). En general, el ciclo de vida consta de cuatro

estadios, representados en la figura 1.

c»Egg i | ATV e PUPQ e AUl 3

¢ - -~
Huevo eclosion 5 a 6 estadios Pupa1a3 Adulto. Tiempo
2 a7 dias larvales 3 semanas semanas devida2a12
a 3 meses meses

Figura 1. Ciclo de vida de Alphitobius diaperinus (8)

3.2 Diversidad del microbioma de los escarabajos

Para descubrir la diversidad del microbioma, que depende mas de la filogenia del
huésped que la abundancia de endosimbiontes; se seleccionan las especies de
coleopteros, los cuales se eligen en funcién del criterio de posicion taxonomica,
asignacion trofica y estado de infeccion bacteriana endosimbiotica, luego se determina
la diversidad dentro y entre especies en los diferentes niveles de organizacion de los
escarabajos (11). El analisis se realiza a través de las regiones hipervariables del gen
ARNr 16S bacteriano, que se amplifican usando un conjunto de cebadores, seguido de

la preparacion de bibliotecas metagendmicas y la secuenciacion ADNrl6S en la
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plataforma lllumina (12). Hasta ahora el tema no ha sido suficientemente estudiado
debido a la riqueza de especies y las relaciones taxondmicas. Ademas de la dificultad
de que el numero de especimenes sean bajos, y que algunos gremios troficos estén
subrepresentados para una estimacién adecuada de la diversidad del microbioma
(11).

Los escarabajos son el grupo de organismos mas rico en especies y diversificado del
mundo con 386.000 especies conocidas (13). La diversidad puede relacionarse con
variedad de condiciones dentro de la anatomia de los insectos, gradientes extremos
de pH, tejidos especializados que albergan bacterias para su beneficio creando una
relacién coevolutiva entre hospedadores y microbiota simbiotica. Se ha encontrado
gue los microbiomas de insectos son mas diversos entre especies que entre los
microbiomas intestinales de mamiferos (14). Las condiciones para los
microorganismos que habitan el intestino de los insectos dependen del grupo de

insecto, etapa de vida y region intestinal.

Un primer estudio en el que se comparo la diversidad bacteriana entre varias especies
de escarabajos de forma estandarizada revel6 que la diversidad del microbioma
depende mas de la filogenia del huésped que de la abundancia de endosimbiontes.
De esta forma, especies de coledpteros se seleccionaron en funcion del criterio de
posicion taxondémica, asignacion tréfica y estado de infeccion bacteriana
endosimbidtica, para determinar la diversidad dentro y entre especies en los diversos
niveles de organizacion de los escarabajos, pero este tema no ha podido ser
suficientemente estudiado debido a la riqueza de especies, y las relaciones
taxondmicas, ademas de la dificultad de la subrepresentacién de especimenes de los

gremios troficos, no se estima una adecuada diversidad del microbioma (11).

Hasta ahora, el conocimiento sobre la estructura de la comunidad bacteriana intestinal
de las especies de escarabajos es limitado. Se ha encontrado que al comparar la
comunidad intestinal en machos y hembras de coledpteros Odontolabis fallaciosa, son
las hembras las que han presentado mayor diversidad bacteriana intestinal, lo que
puede contribuir a una transmision vertical (15). El disefio basico de los intestinos de los

insectos presentan muchas modificaciones que reflejan adaptaciones a nichos y habitos
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de dieta especializada que en la evolucion albergan microorganismos intestinales

especificos (16).

La diversidad y el papel de la microbiota intestinal de los insectos se ha estudiado
cada vez mas, principalmente por técnicas metagendémicas. Sin embargo, los
microbiomas y sus posibles funciones simbidticas son poco estudiados en los

principales grupos de insectos.

3.3 Alphitobius diaperinus como vector de enfermedades

avicolas

Se le considera el vector mas importante de las enfermedades aviarias siendo
reservorio de virus, bacterias, hongos y protozoos (tabla 1), y siendo responsable de
pérdidas econémicas, ocasionando estrés y reduciendo en la ingesta de los alimentos
(10). Se ha sugerido que las larvas infectadas de Salmonella enteriditis en polluelos
tienen una mejor capacidad vectorial que la de los adultos de A. diaperinus (17).
Estos artrépodos causan heridas sobre las aves a través de las cuales ingresan
agentes patdgenos, y cuando son consumidos por las aves causan obstruccion a nivel
intestinal por la accién de su exoesqueleto. De igual forma, inducen estrés en las aves
pudiendo deprimir su inmunidad incrementando la susceptibilidad a enfermedades de
forma temprana (7). Adicionalmente, pueden producir benzoquinonas reactivas como
defensa de la depredacion, y afectar a los humanos que estan en contacto causando
sintomas de asma, dolores de cabeza, dermatitis, rinitis, eritema, y la exposicion a los

vapores de quinonapueden provocar conjuntivitis y ulceracion corneal (18).
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Tabla 1. Relacion de los patdgenos transmitidos por el artropodo A. diaperinus que causan

enfermedades en lasgranjas avicolas, basado en (19).

21

. . . A. diaperinus y larva | Consecuencias en la .
Patogeno Microorganismo Referencia
como portador salud
Reovirus Iarvg pqrtadora Tendosinovitis en aves (20)
ineficaz
. . . Leucosis aviar
A. diaperinus portador .
Virus Alpharetrovirus o] p (Ostoepetrosis) (22)
El adulto sirve como |Dilatacion del ventriculo
Birnavirus aviar reservorio y se replica en | y déficit neurolégico en (21)
la larva aves
Las larvas infectadas | Las aves son
Salmonella sp. son mas gflClentes en la | asintomaticas, pueo!gn 17)
transmisién  que los | causar Intoxicacion
adultos alimentaria en humanos
Adquisicion de fuentes
e amesiy | Causa prncpal de| (22
Campylobacter sp. externa)' vectores gastroenteritis en
humanos (23)
adultos menos
competentes
Bacteria
;t)aphylococcus Osteomelitis, abscesos
Enteritis, lesiones
fibropurulentas de sacos
E. coli aéreos, pericarditis,
perihepatitis, existe
transmision vertical (21)
Streptococcus Mlocarqms! .
tendosinovitis
Clostridium L dul . ”
Hongo erfringens arvas y adultos causan | Enteritis necrética
P 9 transmision directa




Aspergillus, . .
Penicillium Enfermedad respiratoria

Fusarium, Diarrea y enteritis
Candida y

. . Vector de transmision S .
Eimeria directa Coccidiosis intestinal (24)

Protozoo Baja susceptibilidad a la
Histomona infeccion, huésped Lesiones hepaticas y (25)
meliagridis intermediario huevos de | cecales en aves
Heterakis Gallinarum

Se establecié la frecuencia de transferencia conjugativa de pladsmidos de resistencia a
los antimicrobianos entre las bacterias Salmonella y E. coli en el intestino de las larvas
de los escarabajos de A. diaperinus; demostrando que estos escarabajos pueden
usarse como modelo in vivo para estudiar la transferencia de genes de transferencia

horizontal de plasmidos de AMR resistencia antimicrobiana (por sus siglas en inglés)

(6).

Ademéas se ha demostrado que al contaminar larvas y adultos de Alphitobius
diaperinus con Salmonella typhimurium y permitir que pollos de engorde los ingieran,
hace que los escarabajos actlien como vectores para la transmision bacteriana a los
pollos de engorde (26). Se ha determinado la presencia de Salmonella entérica a
través de la metamorfosis de A. diaperinus, en heces de adultos y larvas (27).

3.4 Vectores como portadores de bacterias y degenes de

resistencia

Las enfermedades transmitidas por vectores representan una importante preocupacion
de salud publica, ademas de afectar significativamente la economia de un pais. Segun
la OMS el 17% de las enfermedades infecciosas mundiales anuales son causadas por

vectores (28).

Insectos vectores como como las moscas domésticas (Musca doméstica) y las

cucarachas alemanas (Blatella germanica) se mueven libremente entre los desechos
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animales y los alimentos, desempefiando un papel importante en la diseminacién de
bacterias resistentes a los antibidticos dentro y entre las granjas de produccion animal,

incluso en entornos residenciales.

Infortunadamente, la ecologia microbiana y la propagacién de las bacterias en los
entornos agricolas, urbanos y suburbanos son poco conocidas (29).Los insectos
comunmente asociados con los animales de produccion, probablemente representan
un vinculo directo e importante entre las granjas de animales y las comunidades
urbanas para los rasgos de resistencia a los antibioticos (30). Varios estudios han
demostrado la proliferacion de bacterias y la transferencia horizontal de genes (HGT)
asociados a resistencia, en el tracto digestivo de los insectos. En las moscas, las
bacterias se multiplican en el diverticulo y posteriormente se transfieren al intestino o
son regurgitadas, lo que se conoce como transmision biomejorada (31). Las moscas
tanto hembras como machos portan bacterias con genes AMR Una sola mosca puede
contener 100 microorganismos diferentes totalmente patégenos, siendo la hembra la
gue porta mayor carga bacteriana por su interaccién con sustratos de ovoposicién, y
son los coliformes de las zonas agricolas los que predominan sobre las urbanas,
debido al contacto que tienen con el estiércol de los animales, y se evidencié que de
38 aislamientos, el 95% fueron resistentes a 14 antimicrobianos; como también se
detect6é MDR resistencia a multiples farmacos (por sus siglas en inglés). Aunque los
coliformes comensales no representan una amenaza directa para la salud humana o
animal, sirven como fuente de AMR a través de la HTG genes de transferencia

horizontal (por sus siglas en inglés) (32).

También, se ha reportado AMR en bacterias aisladas en cucarachas, siendo vectores
potenciales de transmision de microorganismos patégenos en centros de atencion en
hogares geriatricos en Taiwan, y se les ha asociado a enfermedades de salud publica
(33). Son las enterobacterias Shiguella, Salmonella y Enterobacter las que han
predominado en los aislamientos bacterianos, siendo las cucarachas vectores
potenciales de infecciones nosocomiales (34). En entornos de produccion porcina en
confinamiento las moscas y cucarachas alemanas sirven como reservorios de

Enterococcus resistentes a antibiéticos y son potencialmente virulentos, reportando
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con mayor frecuencia a E. faecalis y E. faecium. encontrandose que tet(M) de
resistencia a la tetraciclina y erm(B) resistente a eritromicina, son los genes de
resistencia mas extendidos entre los Enterococcus en animales o alimentos (29). Se
ha sugerido que genes idénticos en diferentes bacterias, pueden ser el resultado de
una transferencia horizontal, pero también podrian indicar un reservorio comun para

resistencia o evolucion del mismo antepasado (35).

Se determind el gen de resistencia a la tetraciclina dentro de la microbiota intestinal de
las abejas meliferas, para lo cual seleccionaron 21 genes de resistencia a la
tetraciclina conocidos mediante PCR, en un panel de muestras de diferentes
localidades estadounidenses, los resultados de las pruebas de PCR indicaron que los
ocho genes de resistencia a la tetraciclina(los genes de la bomba de eflujo tetB , tetC ,
tetD , tetH , tetL y tetY , y los genes de proteccion de ribosomas tetM y tetW estan
muy extendidos en las colonias de abejas meliferas estadounidenses, variando su

presencia entre colonias o ubicaciones.

De manera importante, se ha sugerido que el escarabajo Alphitobius diaperinus podria
ser un vector cosmopolita que se ha identificado en criaderos de aves de corral
(Panzer), pues alberga bacterias potencialmente patégenas como los Enterococcus

gue actian como reservorio importante para la resistencia a los antibiéticos (36).

3.4.1 Genes de resistencia en pollos de engorde y su difusién en

granjas avicolas

Las aves de engorde proveen la carne de mayor consumo en el mundo. Las
estadisticas demuestran que desde el afio 2000 a 2011, el consumo mundial de pollo
per capita aumenté en un 31%, mientras que el consumo de carne aumenté solo un
13% (37). Este tipo de Unidades productivas debe estar bajo condiciones intensivas,
por lo cual se usan grandes cantidades de antimicrobianos para prevenir y tratar
enfermedades, asi como para la promocion del crecimiento; sin embargo, las
bacterias que causan enfermedad en la industria avicola adquieren resistencia,

incluyendo las bacterias zoonoticas, representando una amenaza para lasalud humana
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al causar el fracaso en los tratamientos antimicrobianos (4).

En los Paises Bajos hay un estricto control del manejo de los antibioticos para evitar
las bacterias multirresistentes, y se ha encontrado un aumento de las infecciones
causadas por bacterias Gram negativas que producen Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE, por su sigla en inglés). De tal forma, las bacterias Gram negativas,
especialmente la Escherichia coli, producen ESBL que les permite volverse resistentes
a una amplia variedad de penicilinas y cefalosporinas debido a la produccion de CTX-
M, TEM Y SHV, betalactamasas que estan codificadas por bla-CTX, bla-SVH y genes
bla-TEM respectivamente, y estos genes pueden ser mediados por plasmidos. Entre
estas, las enzimas CTX- M son las que mayormente se han propagado en animales y

humanos (38).

Al parecer, la industria avicola ha sido el reservorio potencial de los Gram negativos
productores de ESBL que pueden ser adquiridos por humanos a través del manejo o
consumo de carne contaminada, especialmente la de pollo, que puede ser una ruta
de transmision importante de estas bacterias, ademas se han reportado varias
enzimas ESBL en la poblacién avicola sana, lo que representa una amenaza para la
salud de los humanos (39). Esto se reflej6 en otro estudio realizado en los Paises
Bajos, donde se aislé una muestra representativa de aislados de E. coli en humanos,
donde el 35% contenia genes ESBL asociado con aves de corral, de los cuales el 86%
eran blaCTX-M-1 y blaTEM52, genes que también fueron predominantes en aves de
corral en un 78% y pertenecian a genotipos de E coli, lo que sugiere una transmision

de genes ESBL de aves de corral a humanos (40).

También se hallé una prevalencia del 73.3% de genes de resistencia a cefalosporina
de tercera generacion en E coli (3GC-R-Ec) en carne de pollos de engorde
comercializados al por menor en Suiza, diferente al porcentaje hallado en la carne de
res que solo presento el 2%, y en otros tipos de carne no se reportd. Al parecer, la
fuente de contaminacion se origind en las plantas de empaque (41). Evaluaciones
realizadas en paises con una industria avicola altamente industrializada, sugieren que
la cadena de produccién de pollos de engorde alimento- consumidor es una potencial

ruta de transmision (42).
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En este informe se reporta una abundancia de 6,6 % de E. coli, un porcentaje
importante, ocupando el tercer lugar de mayor abundancia. Un reporte de este
escarabajo, mostr6 que se encontraron larvas y adultos de A diaperinus en
instalaciones avicolas que descargaban en las heces esta bacteria de 6 a 10 dias
después de consumirla, contribuyendo a la propagacion en el area del galpon,

ocurriendo también infeccion transestadial (21).

El primer uso de antibidticos en aves de engorde se registré en 1946; y pocos afos
después en 1969 en Reino Unido. Se generd alarma sobre la generacion de AMR,; lo
gue llevé a paises como Estados Unidos a prohibir el uso de antibiéticos como
promotor de crecimiento, y la FDA prohibié el uso de antibidticos de importancia
médica para este fin. Después, una encuesta realizada entre los afios 1995 y 2000,
revel6 una disminucién en el uso de antibiéticos en las operaciones en las granjas de
pollos de engorde, pero luego para el 2011, en un informe se publicé que un 20 a 52%
de las granjas avicolas utilizaban antibiéticos con fines diferentes al control de
enfermedades, aunque a nivel general se ha presentado una disminucion en el uso de
antibidticos a largo plazo. El Centro de Medicina Veterinaria de la FDA ha tomado
acciones para hacer supervision y transicién de los antimicrobianos de importancia
médica, que se utilizan en el alimento de los animales de produccion para luego ser
eliminados (43) (44).

Se ha reportado que el uso de antimicrobianos en la agricultura y acuicultura inducen
AMR, adicionalmente, se destaca que la carga de antibidticos que se da a los
animales es mayor que la usada en los humanos (45). El primer registro de hallazgo de
genes de resistencia en lotes de engorde reporta cinco genes de resistencia al
cloranfenicol (cmlA, floR, fexA, cfr y fexB), lo que conlleva a la diseminacién de ARG
en el medio ambiente (46). Existe la posibilidad de que antibiéticos con amplio
espectro de actividad sobre los microorganismos como el cloranfenicol, que tiene
acciéon sobre microorganismos de alta prevalencia en humanos, supone un riesgo de

resistencia a este farmaco cuando se requiera su uso (47).

En un estudio sobre carnes de animales de granja, en la carne de pollo se detecté la
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presencia de genes que codifican la resistencia a tetraciclina, eritromicina,
vancomicina, penicilina, meticilina y gentamicina, antibiéticos usados ampliamente en
la practica clinica. Se encontraron 11 ARG, tet (M), tet (O), tet (K), erm (A), erm (B),
erm (C), van(A), van(B), aac- aph2, mecA y blaZ (48).

La resistencia antimicrobiana (AMR, por su sigla en inglés) es el mecanismo mediante
el cual microorganismos, bien sean bacterias, virus, hongos o parasitos, experimentan
cambios que hacen que se disminuya la accién de los agentes antimicrobianos (43).
Este fendmeno representa una crisis de salud publica global, que se ha exacerbado
por el uso excesivo e indebido de antimicrobianos en humanos y animales, ademas de
la inadecuada prevencion de infecciones (49). Muchos de las infecciones microbianas
gue podrian ser tratados exitosamente con un farmaco especifico, han adquirido
resistencia a la gran mayoria de estos y en algunos casos, microorganismos han

desarrollado resistencia a todas estas moléculas (50).

La AMR es un fenémeno evolutivo que puede estar influenciado por los sistemas de
produccion animal, debido a la difusibn de genes de resistencia antimicrobiana al
medio ambiente, en especial en Unidades Productivas avicolas, donde el manejo de
los antibidticos se hace con fines productivos, y no para el control de enfermedades
(51). Es el caso de los antibiéticos incorporados a la alimentacion animal para mejorar

la tasa de crecimiento y la eficiencia alimenticia (52).

3.4.2 Implicaciones de la resistencia antimicrobiana (AMR) en

salud publica
Combatir las infecciones bacterianas es un gran reto, siendo una amenaza para la
salud en humanos y animales, ya que el uso extensivo de antibidticos en aplicaciones
clinicas y agricolas ha acrecentado la generacion de AMR (53). Estudios realizados
por el gobierno del Reino Unido, como se indica en la figura 1, estiman que para el
afio 2050, diez millones de personas podran perder la vida a nivel mundial debido a la
AMR (54). Para el afio 2016, la Organizaciéon de las Naciones Unidas (ONU), convocé

a una asamblea general para realizar un compromiso politico para abordar este tema
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(55). De manera similar, un informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
muestra claramente que, la resistencia a las bacterias comunes ha alcanzado niveles
alarmantes en muchas partes del mundo (54). También, se evidencia que no hay una
coordinacion en la vigilancia de la AMR comprometiendo la capacidad de evaluar y

monitorear la situacion (45).

AMR en 2050
10 millones

Tétano
60,000

Accidentes de

Trafico Cancer

1.2 millones e N\ 8.2 millones
J/AMR Anoa \ \ \
/’ 700,000 ‘\‘

(Estimacion baja)

Sarampién i Colera

130,000 - 100,000-

120,000

Enfermedades
diarreicas Diabetes

1.4 millones 1.5 millones

Figura 2. Muertes atribuibles a AMR. La figura indica en azul las principales causas de
muerte a nivel mundial en millones. Las muertes por AMR podrian aumentar de
aproximadamente 700,000 muertes por afio (azul) a cerca de 10 millones de muertes por
afio para 2050 (sefialadas en morado) (Neil, 2014).

La OMS recomendd, de forma estricta, una reduccion general del uso de todas las
clases de antibidticos de importancia médica en los animales destinados a la
produccion de alimentos, incluida la restriccion completa de estos farmacos para
estimular el crecimiento y prevenir enfermedades sin diagnéstico previo. También
establecié opciones alternativas como el manejo de la higiene, un mejor uso de la
vacunacion, y la introduccién de cambios en las practicas de estabulacion y cria de

animales (56).

Ante el evento de la AMR, la Comisién Europea ha tomado medidas significativas y
preventivas en el manejo de los antimicrobianos en el sector veterinario. De manera

similar, la Comision Europea para el enfoque en salud apoya firmemente la
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supervision regulatoria y adecuada de la implementacion de medidas en sectores de
la agricultura y veterinaria (45). El grupo de Coordinacion Interagencial sobre
Resistencia a los Antimicrobianos convocado por la ONU desde el afio 2016 para
formular un plan para la lucha contra la AMR, entreg6 un informe en el afio 2019, en el
cual Colombia tuvo su aporte proporcionando medidas para abordar esta problematica
implementando programas, politicas, legislacion e investigacion en los que participan
multiples sectores. Como apoyo la Organizaciéon Mundial para la Salud Animal (OIE,
por su sigla en inglés), ha creado una base de datos mundial sobre agentes
antimicrobianos destinados a animales, con el apoyo de la organizacion tripartita de la
OMS, la OIE y la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) (57).

3.5 Metagendmica

Es la secuenciacion y la caracterizacibn de genes y genomas de ecosistemas
microbianos complejos (metagenomas) (58). Busca entender los procesos ecoldgicos
relacionados con la actividad microbiana, como su participacion en los ciclos
biogeoquimicos, la interaccibn hospedero-microorganismo, la relacion entre el
microbioma y la salud en humanos y animales, entre otros (59). En 1998 Handelsman
y colaboradores definieron el analisis metagenémico como como la coleccién de todos
los genomas de los miembros de una comunidad microbiana de un ambiente

especifico (60).

Woese et al.,, 2017 (61), demostr6 que los genes ARNr se podian usar como
crondmetros evolutivos y, en 1985, Pace y colaboradores se basaron en estas
investigaciones para estudiar la diversidad ambiental a partir del analisis directo de las
secuencias del gen 16S del ARNr (62)(63).

La metagenOmica implica técnicas de secuenciacion para analizar la totalidad del
material genomico presente en una muestra. Tradicionalmente se ha utilizado el
analisis de marcadores que consiste en la secuenciacion de una region especifica de

un gen para descubrir la composicion de grupos taxonémicos especificos en una
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muestra ambiental (64), como el gen 16S del ARNr para procariotas (65), el
espaciador interno transcrito (ITS) en hongos y el 18S del ARNr en eucariotas en

general (66).

Frente al enfoque de la secuenciacion de genes marcadores, el método de
secuenciacion de escopeta de genoma completo (WGS) analiza el ADN total de una
muestra con el fin de identificar la presencia de microorganismos que revelan la
diversidad genomica y brinda informacion sobre su potencial funcional. Ademas,
permite asignar la taxonomia identificando especies y cepas, y frente a la PCR, no
presentan los sesgos en la amplificacién de los genes marcadores como el nUmero de
ciclos usados y las regiones hipervariables elegidas. Solo la baja concentracion de
ADN puede afectarla (67).

La secuenciacion de ADN de escopeta es un enfoque de secuenciacién ambiental de
caracterizacion molecular que se utiliza para la secuenciacion no dirigida luego de
extraer el ADN de las células de una comunidad, sin determinar a un gen especifico
de amplificacion, en esta técnica se corta el ADN en pequefios fragmentos para ser
secuenciados de manera independiente, obteniendo lecturas que se alinean con

varias ubicaciones gendmicas para compararse con los genomas de la muestra (68).

En la actualidad la secuenciacion del DNA se realiza con las técnicas de secuenciacion
de nueva generacion o NGS gue consiste en una serie de secuenciacion masiva que
permiten analizar en paralelo multitud de secuencias de ADN, para este fin se han
desarrollado varios métodos de secuenciacion a través de la historia como se

describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Desarrollo de los métodos de secuenciacion del DNA.

AVANCE APORTE REFERENCIA
1970 Carl Woese. A través del Uso de genes de ARN rib6sémico como (69)
analisis de ARN ribosémico marcadores moleculares como forma de
reconoce Archaea como unidad clasificacion para ver las relaciones evolutivas,
evolutiva separada. para el analisis filogenético por su distribucion
universal.
1977 Maxam vy Gilbert. Primer Las enzimas de restriccibn reconocen secuencias (70)
método de secuenciacion Quimica especificas de fragmentos cortos de ADN y se
utilizan para separar hebras etiquetadas. Un
fragmento de cadena doble o sencilla, se marcan
en los extremos 5 o 3’ con P. El ADN es
fragmentado en 4 reacciones quimicas para ser
separado por electroforesis.
1978 F. Sanger Método de Se marco el ARN con fésforo y se detect6 con (71)

Secuenciacién enzimatico. Su
equipo reporta la secuencia
Gendmica del bacteriéfago gX174

autorradiografias para leer una secuencia.
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1985 Kary Mullis, Reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR)

Técnica que permite la amplificacion (72)

exponencial de un fragmento de ADN

1986 Leroy Hood, Primer
secuenciador automatizado

Adapto la lectura de la secuencia al ordenador, (73)
transformé un patrén de bandas negras,

distribuido horizontal y verticalmente por la

pelicula en una tira vertical de bandas de color

para cada nucleétido, un rayo laser recorria la tira

y la transformaba en informacién digital.

1991 Schmidt, DeLong, Pace.
Primera creacion exitosa de

bibliotecas metagendmicas

Andlisis de secuencias de genes ribosomales de (74)
una comunidad de picoplancton marino clonados

en bacteriéfagos lambda con el gen rRNA 16S.

1998 Jo Handelsman propone el

término de metagendmica

Clonacion de grandes fragmentos de ADN (60)
aislados de microorganismos de entornos

naturales. Uso del vector del cromosoma

bacteriano (BAC), que mantienen insertos de ADN

grandes y estables, para expresar el ADN

gendmico de microorganismos.

2002 Mya Breibart y
colaboradores, utilizaron la

secuencia de escopeta ambiental

Se cred este método para clonar y secuenciar (75)

comunidades acudticas virales no cultivadas.

2005 Método de 454 Life
Sciences-Roche

(pirosecuenciacion)

La amplificacion se realiza mediante PCR de (76)
emulsion con el uso de microesferas que sirven

como microreactores; primero para la uniéon de

dNTP a los nucleétidos de la cadena molde, union

que libera pirofosfato que reacciona con la enzima

sulfurilasa que convierte PPi en ATP, y este a su

vez con la enzima luciferasa, que emite una luz

fluorescente detectada por una camara, y esta

informacién se almacena en archivos

informaticos, para su andlisis.

2006 Método Solexa de lllumina

Es un sistema basado en la amplificacion de los (77)
fragmentos de ADN por la generacion clusters,

con el método de PCR en puente, y la deteccion

de bases de la secuenciacion emite una sefial

fluorescente.
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2011 PacBio (Pacific Bio

Sciences)

Secuenciacion en tiempo real. Produce lecturas
largas. Opera dentro de un chip de silicio (celda
SMRT) que contiene micropozos ZMW con una
unidad de secuenciaciéon llamada guia de onda
de modo cero, en cada micropozo se inmoviliza
una polimerasa que se une a los adaptadores de
horquilla de SMRT para realizar la replicacion,
para esto se afladen los nucleétidos marcados
con fluorescencia, el producto de color se asocia
con la plantilla al sitio activo en la polimerasa, a
medida que la polimerasa sostiene una base se
produce un pulso de luz que identifica la base. El
pulso de fluorescencia termina cuando el producto
colorante enlazador pirofosfato se escinde del
nucledtido y se difunde fuera del ZMW, y la

polimerasa se traslada a la siguiente posicion.

(78)

2014 Nanopore (Secuenciacion

de cuarta generacion)

No requiere amplificacion. Tiene la posibilidad de
secuenciar en tiempo real. Esta basada en
nanoporos, la secuencia de &cidos nucleicos se
infiere a partir de cambios en la corriente idnica a
través de una membrana. Una proteina motora
guia la hebra de ADN o ARN a través del
nanoporo, alli el paso de moléculas de &cido
nucleico provoca cambios de la corriente a través
de la membrana y el llamador de bases convierte
la sefial de nanoporos en la secuencia de &cidos

nucleicos correspondientes

(79)

secuenciacion de segunda y tercera generacion,
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De esta forma, desde mediados de la década del 200 aparecen las tecnologias de
gue de forma colectiva se
denominaron de préxima generacion (NGS, por su sigla en inglés). La secuenciacion
de segunda generacion incluye tecnologias como lllumina que produce millones de
lecturas cortas (150- 400pb) a diferencia de las de tercera generacion que produce
lecturas mas largas hasta 20 kb, pero muchas menos lecturas por ejecucion (64).
lllumina, utiliza el método de secuenciacion por sintesis, ofrece un alto rendimiento en

comparacion a otras plataformas y es de mas bajo costo (80). Esta plataforma se utiliza



con mayor frecuencia en estudios metagendmicos, ya que esta secuenciacion produce
un gran namero de lecturas (hasta 1,5Tb por ejecucion) 150 a 300 pb por lectura, con
alta precision, requiriendo la preparacion de bibliotecas en las que fragmentos de
moléculas de ADN o ARN se fusionan con adaptadores seguidos de amplificacion y
secuenciacion por PCR (81). En la técnica de llumina las moléculas de ADN se hibridan
a los oligonucleétidos que estan adheridos a la superficie de vidrio recubierta de
polimero de una celda de flujo sin patrén (MiniSeq, MiSeq, NextSeq o HiSeq 2500) o
nanopozos grabados. Las plantillas se amplifican por el flujo de enzimas y reactivos a
través de los canales de las celdas de flujo, donde ocurre la sintesis con nucle6tidos
marcados con fluorescencia, luego de que los fragmentos de ADN se distribuyen en la
celda de flujo, la reaccién se produce al incorporar los nucleétidos marcados y un laser

excita la molécula fluorescente y se emite una sefal que el equipo registra (82) (83).

A continuacion, se describen las plataformas que se han usado a traves del tiempo.

Tabla 3. Plataformas de secuenciacion de préxima generacién (Next Generation Sequencing -
NGS)

Plataformas usadas Método Referencia
Secuenciacion/enfoque de

amplificacion

Roche 454. (1993 Nyren y Secuenciacién del ADN en tiempo real basada en (84)
colaboradores) la deteccion de la luz emitida cada vez que se
(pirosecuenciacion) incorpora un nucledtido a la cadena y se libera un

PCR en emulsion grupo pirofosfato que se convertira en ATP gracias

a una ATP-sulfurilasa y en luz gracias al enzima
luciferasa. La luz emitida es detectada por un
sistema CCD de manera proporcional a la cantidad

de nucledtidos incorporados

SOLID (2005 George Church). En cada ciclo de secuenciacion se emplean (85)
(Ligacion y codificacién por dos octdmeros marcados con cuatro colores diferentes
bases). que detectan dos dinucle6tidos al mismo tiempo

Secuenciacion basada en ligadura. que son incorporados gracias a la presencia de una

PCR en emulsion ligasa de ADN.
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lon Torrent PGM (2010 desarrollada  La deteccién de las bases se realiza en un chip (86)
por Secuenciacion por semiconductor, y la amplificacion de los
semiconductor). fragmentos.

PCR en emulsion.
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3.6 ARG y metagendmica

La metagenomica proporciona informacion de los genes de resistencia a los
antimicrobianos (ARG) (por sus siglas en inglés), mediante una aproximacion con
secuenciacion de escopeta o shotgun. Esta técnica permite el anélisis de comunidades
bacterianas mediante la secuenciacién independiente de fragmentos aleatorios de los
genomas hallados, y el resultado de las lecturas se alinean con varias ubicaciones
gendmicas en el conjunto de genomas presentes en la muestra. Algunas lecturas se
muestrean a partir de loci gendmicos taxondmicos como 16S y otras se muestrean a
partir de secuencias codificantes que proporcionan informacién sobre funciones

biologicas codificadas en el genoma (68).

De esta forma la metagenomica funcional, ha permitido identificar y caracterizar
nuevos ARG. En estudios de muestras ambientales se han identificado sélo ARG
previamente conocidos a través del andlisis in silico de lecturas metagenomicas,
usando una base de datos completa de resistencia a los antibidticos, también se han
identificado genes reguladores de respuesta para conferir resistencia a antibioticos
alterando la expresion de la bacteria, en el caso de E. coli, se alteran genes que

codifican bombas de eflujo y porinas (87).

Actualmente la identificacion de ARG en secuencias de ADN bacteriano se realiza a
través de las homologia basadas en alineacion contra una base de datos de referencia
(88). Se basa en el principio computacional de comparacién de las secuencias de
ADN metagendmico con las bases de datos en linea disponibles, para este objetivo se
alinean lecturas sin procesar o marcos abiertos de lectura pronosticados de contig
ensamblados a la base de datos de eleccion con el uso de programas BLAST o
DIAMOND, para predecir los tipos de ARG presentes utilizando secuencias de
similitud (89).

3.7 Aplicaciéon de metagendmica al estudio de artropodos

La técnica de secuenciacion de nueva generacion ha permitido resolver cuestiones

filogenéticas y evolucion molecular de taxones de los insectos. Para lo cual existen
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métodos de metagendmica y metabarcoding para el estudio del ADN, en la
metagendmica de escopeta se secuencia el DNA total y el metabarcoding utiliza uno
0 mas cdédigos de barras para detectar la presencia de un grupo taxonémico especifico
de una muestra para comprender su biodiversidad (90), para lo cual se utiliza un
fragmento de nucledtidos corto (por ejemplo 16S, 18S, ITS, COI) como proxy para su

identificacion (91).

Los insectos viven en simbiosis con microorganismos para su supervivencia, y las
comunidades microbianas en el lumen intestinal parecen depender inicialmente de la
nutricion del anfitrion (92). El estudio de las comunidades intestinales microbianas
asociadas a escarabajos ofrecen estrategias para el manejo de plagas ya que la
reconstruccién de los metagenomas de las comunidades puede indicar los genes que
codifican las enzimas relacionadas con su nutricion, por ejemplo se ha conocido que
especies bacterianas aisladas de los intestinos de escarabajos pueden metabolizar
especies terpenoides, lo que le permite a los escarabajos colonizar los arboles
hospedantes, también se determiné que los microorganismos intestinales son fuentes

importantes de nuevas enzimas que usan para el pc biolégico (93).

La mayoria de informacion en los artrépodos se refiere a la composicion taxonémica
de diferentes microbiomas, mientras que la importancia funcional de la diversidad y
variacion bacteriana, relacionada con los rasgos metabolicos caracteristicos de la
adaptacion, definidos por proteinas marcadoras para vias bioquimicas especificas,

aun es desconocida (94).

Se han realizado estudios que revelan innovaciones gendmicas respecto al éxito de la
evolucion de los artropodos, especialmente en los escarabajos de las plantas, cuya
secuenciacion se ha efectuado con Illumina HiSeq (95). Se ha realizado el andlisis de
las regiones hipervariables del gen ARNr 16S bacteriano, que se amplifican usando
un conjunto de cebadores, seguido de la preparacion de bibliotecas metagendmicas y
la secuenciacion del gen 16S ADNr en la plataforma Illumina (12). Sin embargo, un
enfoque metagenémico mitocondrial ha proporcionado un método econdémico para
secuenciar genomas mitocondriales de numerosas especies incluyendo escarabajos
(96).
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Usando secuenciacion dirigida en el escarabajo asiatico de cuernos largos, se
encontré que las comunidades bacterianas y fangicas difieren en las diferentes etapas
de vida; encontrando que es mayor la diversidad en los intestinos de adultos que en
larvas y huevos; demostrando que los excrementos pueden servir como vehiculo de
transmision de un subconjunto de la microbiota intestinal del escarabajo (97). También
ha hecho mas facil buscar PCWDE (enzimas que degradan la pared celular de las
plantas) en nichos inexplorados ya que los escarabajos pueden descomponer los
polisacaridos complejos de las paredes celulares de las plantas, lo que representa un

recurso para la biotecnologia (98).

Un estudio reciente de la microbiota del intestino de larvas de A. diaperinus, se
realiz6 con un enfoque metagendémico NGS Secuenciacion de préxima generacion
(por sus siglas en inglés), dirigido a bacterias y hongos, algunos asociados a la
degradacion de plasticos, abriendo la posibilidad de disefiar biorreactores para
solucionar el problema de la contaminacion con poliestireno. En este estudio se hizo
un andlisis de metabarcoding de comunidades de hongos y bacterias utilizando ITS1

y region 16S V3-V4, como marcador molecular (99).

4. Desarrollo Experimental

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Recoleccién y procesamiento de muestras de adultos del

artropodo Alphitobius diaperinus

El muestreo se realiz6 en una granja avicola en el municipio de Fusagasuga
Cundinamarca. La muestra fue recolectada en un galpén de 10 m x 100 m (1000m?)
con base de cemento y cama de cascarilla de arroz donde se mantiene la temperatura

controlada en un promedio de 20°C (Figura 4).
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Figura 3. Galpon de la granja avicola, se observa la parvada destinada a la produccién.

Las muestras se recolectaron en 5 puntos del galpén en direccion zigzag (Figura 10),
teniendo en cuenta las zonas de los comederos, lugar de mayor recurrencia del
artrépodo. Las muestras consistieron en 0,5 kg del sustrato de la cama de cada punto
de recoleccion y fueron transportadas al laboratorio de investigaciones de Unicolmayor

a temperatura ambiente.

. Puntos de toma de muestra de la cama del galpén

(] Area del galpon de las aves (superficie 10m x 100m)

Figura 4. Esquema de recoleccion muestras para el hallazgo de los artrépodos
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4.1.2 Procesamiento de muestras de adultos del artropodo
Alphitobius diaperinus.

Una vez en el laboratorio, a partir de las muestras se seleccionaron los ejemplares
adultos de Alphitobius diaperinus, fueron lavados primero en hipoclorito de sodio al 3%
durante 8 minutos, se juagaron con agua destilada estéril dos veces, luego se
sumergieron en etanol al 70% durante un minuto; y nuevamente fueron enjuagados en
agua destilada estéril 2 veces y colocados en papel filtro estéril para quitar el exceso
de agua (100). Los artropodos fueron almacenados en microtubos estériles, a - 80°C
hasta la realizacién de la extraccion de ADN.

Figura 5. Lavado de los artropodos A. diaperinus con Hipoclorito de sodio al 3% y etanol al
70%

4.2 Extraccion de ADN de las muestras de Alphitobius

diaperinus

4.2.1 Maceracion de las muestras en mortero con nitrégenoliquido

La extraccion de ADN del artropodo A. diaperinus fue realizada con el kit de extraccién
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymoresearch, CA, USA, siguiendo las instrucciones

del fabricante. Se realizaron modificaciones al protocolo en el tiempo de lisis (se
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aumentd hasta una hora) y en el paso de la elucion donde se aumento el tiempo de

incubacion hasta 5 minutos y se repitio este paso (ver Anexo 1).

Se utilizaron 300 mg (aproximadamente 220 adultos), los cuales fueron macerados en
un mortero con nitrdgeno liquido, y en tubo de microcentrifuga estéril se colocaron 250

mg del material macerado para la extraccion de ADN.

{ i\ |

Figura 6. Maceracién de la muestra (A. diaperinus)

4.2.2 Verificacion de calidad de ADN para secuenciaciéon

Se cuantific6 mediante el uso del equipo Thermofisher Scientific™ NanoDrop 2000
(Thermofisher Scientific, USA) por medio del cual se midieron las absorbancias en las
relaciones260/280 nm y 260/230 nm.

También se realiz6 una PCR para amplificar el gen 16S del ARNr con los primers
universales 16S-27F y 16S-1492R, usando como control positivo ADN gendmico de la
bacteria S. sonnei y agua desionizada estéril como control de reaccién; y para la
region ITS se usaron los primers ITS1 e ITS4; usando como control positivo
Aspergillus nidulans, y de igual forma agua como control de reaccién. La descripcion

de cada primer se observa en la tabla siguiente:
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Tabla 4. Descripcidn de los primers utilizados para la PCR

Primers de laregion

. Tamanfio(pb

amplificada Secuencia (5-3) (Pb)
16S-27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20
16S-1492R ACGGTTACCTTGTTACGACTT 21
ITS-1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 22

Para realizar las amplificaciones se utilizd un termociclador Labnet — Multigene Optimax; y
el kit QUICK-Load Tag 2X Master Mix (New England Biolabs, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La tabla 5 describe las condiciones de la preparacion de la mezcla

maestray de la PCR para bacterias y hongos, respectivamente.

Tabla 5. Mezcla maestra para PCR del gen 16S del ADNr de procariotas y la region ITS

de hongos.

Reactivo Concentracion inicial Volumen para la reaccion
Quick- Load Taq 2XMaxter Mix 2X 7.5 pL.
H>O 6.3 uL
DNA 73.4 ng/pl 0.6 yL
Primer 16s-27F 0 ITS 1 10 uM 0.3 uL
Primer 16s-1492R 0 ITS 4 10 uM 0.3 uL
Volumen final 15 uL

Tabla 6. Condiciones de amplificacion por PCR convencional del gen 16S del ADNr de
procariotas y la region ITSde hongos.

Fases de 30 ciclos Temperatura Tiempos para 16S | Tiempos para ITS
Desnaturalizacion inicial 94°C 10 minutos 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos 30 segundos
Alineamiento 55°C 1:45 minutos 1 minuto
Extension 68°C 2 minutos 1 minuto
Extension final 68°C 15 minutos 5 minutos
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La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1,0X. Se aplico un voltaje constante DE 60 V durante 35
a 60 min, dependiendo del tamafio del fragmento esperado. Se uso el marcador de

peso molecular GeneRuler 1 kb ADN ladder de Thermo Scientific.

Una vez verificada la calidad del ADN, éste fue enviado al servicio de secuenciaciéon

de ZymoResearch (California, USA).

4.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de préxima generacion shotgun se realiz6 en ZymoResearch
(California, USA) mediante la preparacion de las genotecas con el kit Nextera ® DNA
Flex Library Prep Kit (lllumina, San Diego, CA) con 100 ng de ADN siguiendo las
instrucciones del fabricante usando codigos de barra internos de doble indice de 8 bp
con adaptadores Nextera ® (lllumina, San Diego, CA); las genotecas se cuantificaron
con TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y luego se agruparon en
igual abundancia. El grupo final se cuantific6 usando gPCR. Todo lo anterior segun

reporte de secuenciacion entregado por la empresa.

4.4 Analisis bioinformatico

El analisis de las secuencias obtenidas se hizo con el uso de programas
bioinforméaticos y plataformas web. El programa Trimmomatic se utilizé para retirar los

primers y adaptadores de secuenciacion.

Una vez las secuencias fueron curadas, se buscaron los genes de resistencia por
medio de la plataforma DIAMOND, se compararon mediante los algoritmos BLASTX y

BLASTnN con las bases no redundantes del NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

y se uso el motor de clasificacién bacteriana “Centrifuge” que permite el etiquetado

rapido y sensible de las lecturasy cuantificacion de especies.

Luego de haber sido identificados los microorganismos que componen el microbioma
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de adultos de Alphitobius diaperinus, se realizé una revision bibliografica para
determinar sus caracteristicas, los genes de resistencia relacionados con ellos y su

potencial para bioprospeccion.

5. Resultados Y Discusion

5.1 Extraccion y  Cuantificacion de ADN
de Alphitobius diaperinus

La extraccion de ADN correspondiente a los adultos Alphitobius diaperinus (AD1a)
(Anexol) mostro valores aceptables de calidad, encontrandose en un valor cercano a
2 en la relacion de los espectros normales 260/280 de absorbancia, que representa el
indice de pureza. La tabla 7 muestra las concentraciones obtenidas a partir de dos

muestras diferentes de A. diaperinus.

Tabla 7. Cuantificacion del ADN de Alphitobius diaperinus.

Muestra ng/ul A260/A280  A260/A230
ADla 72,8 2,08 0,55
AD1b 73,4 2,05 0,55
AD2a 52,1 2,08 0,95
AD2b 53,3 2,05 0,92

A pesar de encontrarse en un valor cercano a 2, podria presentarse contaminacion
por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas; cuanto menor es la ratio
A260/230 en la muestra, la presencia de contaminantes es mayor con sales, fenol,
hidratos de carbono (101).

5.2 Ensayo de PCR convencional

Una vez cuantificado el ADN se realizé la amplificacion de la muestra (AD1) mediante
la técnicade PCR convencional dirigida hacia el gen 16S rRNA en bacterias y la region

conservada ITS en hongos.
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Los productos obtenidos se visualizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa.
La figura 8 muestra los resultados de la PCR de la region ITS en hongos, y las figuras
9 y 10 muestran los resultados de la PCR del gen 16S en bacterias, donde se

observan los productos de los tamafos esperados en ambos casos.

1 2 3 R

| 2000 pb
| 1500 pb
1000 pb

Figura 7. PCR de laregion ITS. Electroforesis en gel agarosa TAE 1X, agarosa al 1%, 80
V por 1 hora. De izquierda a derecha; carril 1 control de reaccion; carril 2 marcador de

peso molecular 1kb ladder (ZymoResearch, USA); carril 3 control positivo (A. nidulans),
carril 4 Alphitobius diaperinus.
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Figura 8. PCR del gen 16S rRNA. Electroforesis en gel agarosa TAE 1X, agarosa al 1%,
80 V por una hora. De izquierda a derecha: carril 1 Control positivo (S. sonnei), carril 2

control de reaccion, carril 3 marcador de peso molecular 1kb ladder (ZymoResearch
USA), carril 4 Alphitobius diaperinus.

45



Debido al rastro de alta intensidad observado en la electroforesis de la PCR del gen
16S (figura 10), que sugiere una concentracion del ADN de AD1 superior a la
cuantificada, o una alta abundancia de ADN procariota en la muestra, se realizdé una
nueva PCR con el ADN de AD1 diluido a 102 y 103, manteniendo las condiciones de

la Mezcla maestra para PCR de la region 16S de la tabla 5.

Figura 9. PCR de la region 16S. Electroforesis en gel agarosa TAE 1X, agarosa al 1%, 80 V,
aproximadamente tiempo 1 hora. De izquierda a derecha; carril inicial, Carril 1; A. diaperinus
1 en 100 (102); carril 2. A. diaperinus 1 en 1000 (10°%); carril 3 control de reaccién; y carril 4
control positivo (S. sonnei); carril 5 marcador molecular 1kb ladder (ZymoResearch USA).

En esta nueva PCR se observd una banda clara con cada una de las diluciones del
ADN AD1, y comparadas con las bandas obtenidas en la PCR de la regién ITS, lo
que indicé que habria una mayor presencia de procariotas que de hongos en el

microbioma del adulto de A. diaperinus.
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5.3 Resultados de la secuenciacion y anélisis

Se seleccion6 la muestra AD1 para realizar la secuenciacion NGS shotgun en la
plataforma NovaSeq® (lllumina, San Diego, CA). Se obtuvieron 1.878.281 lecturas

crudas, con un 94% deaceptacion, y un total de 1.210.451 lecturas de calidad.

5.3.1 Analisis bioinformatico

Se recortaron las lecturas de secuencia sin procesar para eliminar las fracciones de

baja calidady los adaptadores con Trimmomatic-0.33:

La composicidon microbiana fue perfilada con Centrifuge (102), mediante la utilizacion
de conjuntos de datos de genoma bacteriano, viral, fingico, de ratbn y humano. La
informacion de abundancia a nivel de cepa se extrajo de los resultados de Centrifuge y
se analizaron mas a fondo, para realizar la diversidad alfa; se crearon graficos de

barras de composicion microbianacon QIIME.

El reporte de composicion del microbioma de adultos de Alphitobius diaperinus en
funcion del total de géneros hallados fue: procariotas 98.5%, hongos 0.9% y 0,0001%
virus. Los resultados podrian estar relacionados con diversos factores como el
momento de la toma de muestra de la cama del galpén, correspondiendo a la fase de
crecimiento del grupo de los pollos de engorde, la base del piso sobre la que se
encuentra la cama (tierra o cemento), ademas de la exposicion de los pollos a algin

tratamiento de antibibticos, el tipo de sustrato de la cama y la temperaturadel galpon.

En relacion con el hallazgo de los genes de resistencia por medio de la plataforma
DIAMOND no se detect6, debido a la escaza muestra de ADN enviada para el analisis,
segun fue reportado por, por lo cual se hizo una aproximacion con documentacion
bibliografica de las bacterias patégenas mas relevantes que son de importancia para

la salud publica.

A continuacion, se ilustra la composicion bacteriana hallada en AD1 a nivel de filo

bacteriano enla figura 10 y especies fungicas en la figura 11.
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Figura 10. Abundancia de bacterias por clase en la muestra AD1

Abundancia de hongos en adultos de Alphitobius diaperinus
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Aspergillus sclerotiutum

Aspergillus persii

Aspergillus Orysae

0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00%

Figura 31. Porcentaje de la abundancia de Eucariotas en AD1
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Los filos de las bacterias mencionadas se describirdn ampliando la informacion
segun las caracteristicas generales y el potencial de bioprospeccion en los
numerales 7.3.1 — 7.3.5 y sus tablas correspondientes; y las bacterias
consideradas patégenas con ARG en el numeral 7.3.6 y 7.3.7., dentro de las
cuales algunas hacen parte de las bacterias ESKAPE (acronimo que incluye
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.).

5.4.1 Actinobacteria

Las bacterias del filo Actinobacteria son Gram positivas, filamentosas, delgadas
con un cromosoma organizado en un nucleoide y una pared de peptidoglicano,
son Gram positivas e inmoviles. Algunos géneros de este filo poseen acidos
micolicos (103). Son de vida libre, distribuidas en ambientes marinos y
ecosistemas terrestres, incluso hasta 2 metros bajo tierra; pueden utilizar una
amplia fuente nutricional creciendo a un pH neutro, en su mayoria son aerébicas
y mesofilas, pasan la mayor parte de su ciclo de vida en forma de espora
favorecidas por la baja humedad; las esporas se pueden formar sobre el sustrato
o alojarse en vesiculas especiales (esporangios) dotadas de flagelos, pueden ser
endosimbiontes (104). Estan asociadas con huéspedes eucariotas de diversos
nichos como los exoesqueletos de hormigas, pulmones y piel de mamiferos y
raices y tejidos internos de plantas. Las actinobacterias de vida micelial se
reproducen formando esporas asexuales; comparten caracteristicas tanto de
bacterias como de hongos, descomponiendo material organico como celulosa y
quitina (105). Los genomas de Actinobacteria son grandes en relacion con otros
filos de bacterias, se ha demostrado que la HGT es uno de los principales
promotores de la diversidad de metabolitos secundarios, como en el género

Salinispora.
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Las actinobacterias halladas en heces de cabras y pollo pueden tener una
aplicaciéon biotecnoldgica por su actividad antibacteriana de amplio espectro y la
produccién de enzimas digestivas, que les permite ser utilizadas en la industria
farmacéutica y en el desarrollo de enzimas para piensos en produccion animal
(106).

Colonizan el 10% de los agregados organicos marinos, evitando la degradacion y
mineralizacién de la materia organica. Tiene un metabolismo secundario amplio
del cual se producen dos tercios de los antibiticos, asi como compuestos
anticancerigenos, antifingicos y antihelminticos. Se ha demostrado que algunas
especies simbidticas de Actinobacterias controlan enfermedades bacterianas en
ganado y aves de corral. Ademas de facilitar la conversién de los piensos en
biomasa microbiana y productos finales de fermentacion para la nutricion de
estos animales. Hasta el 2010, se han descubierto 34000 compuestos bioactivos

de bacterias y el 40% son producidos por actinobacterias (104).

La figura 13 muestra la abundancia de especies del filo Actinobacteria, donde
Brevibacterium linens presenta el mayor porcentaje, seguido de Glutamicibacter
creatinolyticus, Brevibacterium epidermidis, Brachybacterium EE-P12, dos
especies de Brevibacterium desconocidas (S22 y S111), cuya secuencia se
encuentra en las bases de datos, pero no fueron asignadas por homologia a

ninguna especie descrita previamente, y otras con una abundancia mucho menor.
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Especies

Actinobacterias en adultos A. diaperinus

Streptomyces desconocida
Streptomyces cacaoi

Ruania albidiflava

Rhodococus biphenylivorans
Oerskovia desconocida
Nocardiopsis desconocido
Nocardiopsis listeri
Mycobacterium avium
Microbacterium agarici

Gordonia phthalatica
Glutamicibacter creatinolyticus
Enteractinococcus helveticum
Dietzia schimae

Corynebacterium CNJ-954
Corynebacterium variabile desconocida
Corynebacterium variabile DSM 44702
Corynebacterium stationis
Corynebacterium glycinphilum
Corynebacterium casei
Corynebacterium ammoniagenes
Brevibacterium desconocida 522
Brevibacterium desconocida s111
Brevibacterium siliguriense
Brevibacterium senegalense
Brevibacterium sandarakinum
Brevibacterium linens desconocida
Brevibacterium linens ATCC 9162
Brevibacterium iodinum
Brevibacterium epidermidis
Brevibacterium casei
Brevibacterium aurantiacum
Brachybacterium VR2-415
Brachybacterium EE-P12
Brachybacterium paraconglomeratum

Brachybacterium faecium

0.00% 0.50% 1.00% 1.50% 2.00% 2.50% 3.00% 3.50%
Porcentaje de abundancia

Figura 13. Abundancia Actinobacterias en adultos de Alphitobius diaperinus



Tabla 8. Caracteristicas generales de las actinobacterias halladas en A. diaperinus adultos

Brevibacterium

con aplicacionesbiotecnologicas

Caracteristicas

Referencia

Morfologia

Bastones (fase exponencial) se remplazan por cocos (fase
estacionaria), el cambio de morfologia esta asociado a la
concentracion de metionina, pH y temperatura. Se disponen
individualmente o en pares y, a menudo, en angulo para dar
formaciones en "V".

El peptidoglicano de la pared celular es reticulado basado en acido
diaminopimélico y las paredes tienen &cidos teicoicos complejos.
Las menaquinonas son las Unicas quinonas detectadas en la
membrana celular

Capsula

No es tipico, pero se ve en algunas especies. Puede ocurrir
ramificacion, pero no se forma micelio

Rango de
temperatura

4 a42°C

Metabolismo

Aerobios estrictos. Quimioorganotrofos con metabolismo
respiratorio no fermentativo. utiliza sulfato de amonio como
fuenteinorganica de nitrégeno y azufre y es capaz de usar

aminoacidos
como fuente de nitrégeno, y carbono en ausencia de otros
compuestos.

(107)

Brachybacterium

Caracteristicas

Referencia

Morfologia

Su forma varia en fase estacionaria (cocoides) y en fase
exponencial (bastones)

Rango de
temperatura

5a30°C

Metabolismo

Aerdbicos y anaerodbicos, Quimioorganotrofos toleran un 15% p/v
de concentracion de NacCl, se ha adaptado a diversas
condicionesambientales, catalasa positiva, produce amoniaco
(NH3), 4cido a partir de glucosa y algunos otros carbohidratos,
reduce nitratos, produce exopolisacaridos como forma de
resistencia a amenazas externas, y puede tener una aplicacion
potencial para productos farmacéuticos, alimentos, aditivos,
recuperacion del petréleo y remocion de metales en mineria.
Tienen buen desempefio como degradadores de cianuro, son
resistente a ambientes extremos.

(108)

Corynebacterium

Caracteristicas

Referencia

Morfologia

Células individuales, bacilos rectos o ligeramente curvados
Predomina el acido mesodiaminopimélico en el tetrapéptido de
mureina como caracteristica de este género

Rango de
temperatura

30°C a 37°C en atmosferas por debajo de 5% de CO;
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Metabolismo

Muchas especies son facultativas anaerobias y algunas son
aerobias. Quimioorganotrofos con metabolismo respiratorio no
fermentativo, utiliza sulfato de amonio como fuente inorganica de
nitrégeno y azufre y es capaz de usar aminoacidos como fuente de
nitrégeno y carbono en ausencia de otros compuestos. Varias
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especies alcalinizan citrato como Unica fuente de carbono,
pero nola mayoria.

Dietzia

Caracteristicas Referencia
Células cortas en forma de bastén, y hace formaciones e V. Todas
Morfologia las especies contienen fosfatidilglicerol, contiene acidos milcoélicos.
Menaquinona predominante MK-8(Hz)
(110)
Rango de 10°C a 45°C con 15% de NaCl
temperatura
Metabolismo Aerobico, reduce nitrato, produce catalasa, hidroliza gelatina, urea
y almidon y reduce nitratos
Enteractinococcus Caracteristicas Referencia
Cocoides a ovaladas, se presentan solas o en racimo. Las células
Morfologia en forma de bastén a menudo estan dispuestas en un
angulo que muestra formas en V. (1112)
Menaquinona predominante MK-7, MK-8
Rango de Entre 25 a 40°C, 6ptimo a 28°C
temperatura
Metabolismo Produce compuestos fendlicos a partir de material vegetal. La
presencia de gran cantidad de genes asociados con el transporte
de membrana le dan la capacidad de tolerar varios compuestos
organicos.
Glutamicibacter Caracteristicas Referencia
forma de bastdn cuando crecen exponencialmente, y cocoides
Morfologia cuando alcanzan el crecimiento estacionario. ElI tipo de
peptidoglicano es A4a (Lys-Ala-Glu; A11.35). El sistema de
quinonas contiene menaguinona MK-8 y o MK-9 (112)
Rango de 28°C a 37°C en presencia 2 a 4 % de NaCl
temperatura (113)
Metabolismo Reduce nitratos a nitritos
Gordonia Caracteristicas Referencia
Bastones o cocoides; el crecimiento es micelial, contiene acidos
Morfologia micalicos,
MK-9(H2) es la principal menaquinona (114)
Rango de 20°C a 37°C
temperatura
Metabolismo Aerdbico, metabolismo oxidativo de carbohidratos.
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Microbacterium Caracteristicas Referencia
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Forma de bacilo, rara vez cocoide, contiene ornitina en la pared

Morfologia celular, (115)
Rango de 4 a 45°C (6ptima 28°C)
temperatura
Metabolismo Reduce nitrato, produce acido sulfihidrico,
Nocardiopsis Caracteristicas Referencia
Morfologia Presentan micelio bien desarrollado con hifas largas y
densamente ramificadas, con fragmentacion a formas
bacilaresy cocoides.
(116)
Rango de 10 a 45°C
temperatura
Metabolismo Este género es haléfito moderado en un (15%) y halofito extremo en
un (30%). El &cido humico es el medio propicio para cultivarlo in vitro,
pues ayuda a la difusion de su pigmento.
Puede producir nitritos a partir de nitratos. Degradan esculina,
caseina, ADN, gelatinasa, hipoxantina, almiddn, tirosina, y xantina.
Rhodococcus Caracteristicas Referencia
Bacilar, transforméandose en el tiempo en un micelio vegetativo
Morfologia extensamente ramificado, es iniciado con formas cocoidales y de
bacilos cortos. Algunas cepas producen hifas aéreas débiles las (116)
cuales pueden ser ramificadas o no.
Rango de 28 a 23°C
temperatura
Metabolismo Tiene un metabolismo oxidativo, son capaces de usar un amplio
rango de compuestos organicos como Unica fuente de carbono.
Tabla 9. Bioprospeccion descrita en actinobacterias identificadas en A. diaperinus.
Especies Aislamiento Bioprospeccién Referencia
Brachybacterium Material usado paralas  Tiene la capacidad de degradar el (117)
faecium DSM 4810 camas en avicultura. acido Urico, puede reducir nitrato a
nitrito, y fermentar celobiosa (118)
Brachybacterium Superficie de la cabina  hidroliza esculina y urea. Reduce (119)
paraconglomeratum de los aviones nitrato a nitrito.
Brachybacterium Reactor de biogas Produce genes responsables de la (120)
EE-P12 mesofilo a escala de resistencia a compuestos toxicos
laboratorio alimentado (mercurio, cobalto, zinc y cadmio)
con extracto de pollo con
altas cargas de
amoniaco.
Brevibacterium Quesos madurados Expresa genes implicados en la (121)
aurantiacum asimilacion de sulfatos.
Sintetiza compuestos antifingicos
Brevibacterium casei  De origen marino, tiene  Disminuye el fosfato y la fitotoxicidad (122)
alta capacidad de de los metales y puede promover la
producir biopelicula. absorcion de Cd, Zny Cu.
Produccion de aminoéacidos a partir (123)

de la fermentacién como el glutamato
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como agente aromatizante en la
industria alimentaria.

Degrada ocratoxina A debido a la
capacidad para metabolizar
compuestos de estructuras de anillos
heterociclicos y policiclicos.

Se aisl6 un biosurfactante lipopéptido
para la degradacion de aminas
aromaticas, que usados en la
produccién de pesticidas.

Brevibacterium Suelo acido Degrada ocratoxina A debido a la (124)
epidermidis capacidad para metabolizar
NBRC 14811 compuestos de estructuras de anillos
heterociclicos y policiclicos.
Brevibacterium Saprofito de piel Capaz de tolerar metales pesados (125)
iodinum producto de especialmente al cromo con la
descomposicién en produccién de enzimas
alimentos y lacteos antioxidantes.
Degrada ocratoxina A.
Brevibacterium Ubicuo de la piel Sintetiza enzimas lipoliticas y (107)
linens humana proteoliticas para mejorar las
caracteristicas organolépticas de
quesos maduros
Elimina concentracion de fosfatos (126)
en desechos. Tiene la capacidad de
descomponer el acido Urico en la
cama de aves de corral.
Brevibacterium Paciente senegalense Reduccion de nitratos. (127)
senegalense sano,
Brevibacterium Extraida del rio Reduce nitrato a nitrito. (128)
siliguriense Mahananda en Siliguri,
India.
Brevibacterium S111  Muestras de queso de 6  En el queso Vorarlberger Bergkase, (129)
meses se usa en la maduracion para
textura, color y aroma.
Tiene alta actividad proteolitica y
lipolitica
Brevibacterium S22 Queso Contiene un grupo de genes para la (129)
degradacion de urea en amoniaco,
para aumentar el pH de la corteza
del queso. Capacidad de adquirir
hierro a través del plasmido de 22kb
Corynebacterium Heces en humanos. Produce fumarasa, enzima (130)

ammoniagenes

involucrada en el metabolismo
oxidativo basico que cataliza la
conversion de acido fumarico en
acido L-malico con diferentes usos
como ingredientes alimentarios,
cosmeéticos, detergentes,
herbicidas, lubricantes, polimeros
biodegradables, fibras para ropa,
cauchos y productos farmacéuticos.
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Corynebacterium
casei

Queso irlandés en un

estudio de la microflora

Se utiliza para la degradacion de
aminoacidos, como glutamato,
prolina, fenilamina, histidina,
aspartato y treonina.

(131)

Corynebacterium Platanos putrefactos en  Hidroliza urea, también es capaz de (132)
glycinphilum AJ3170 la década de 1980 metabolizar amoniaco.
Degrada contaminantes industriales (133)
Corynebacterium Queso Tiene genes implicados en la (134)
variabile DSM 44702 adquisicion de hierro.
Posee un conjunto de enzimas que
participan en la B-oxidacién o
degradacion de lipidos y en la
protedlisis.
Dietzia schimae Tejidos superficiales del  Reduce nitratos, hidroliza gelatina 'y (110)
tallo de la planta Shima  urea, tolera hasta el 15% de NaCl.
sp. en China
Enteractinococcus Granulos aerdbicos de Contiene genes de resistencia a (135)
helveticum aguas de lodos metales pesados.
residuales Con 60 genes implicados en el
metabolismo de los isoprenoides,
es de importancia para la industria,
ya que se determind su uso para la
amonificacion de nitratos y nitritos, y
asimilacién de amoniaco como la
desnitrificacion.
Produce 68 genes activos para
degradar compuestos aromaticos
para la biorremediacion de suelos y
agua contaminada.
Streptomyces cacaoi De origen marino Se ha informado la produccion de (135)
poliéter un compuesto con
bioactividad como citotoxicidad
antibacteriana, anti- fingica,
antiviral, y de células tumorales.
También se relaciona con la
produccion de polioxinacon
actividad antifangica de amplio
espectro
Glutamicibacter. En suelo, sedimentos de  Reduce nitratos a nitritos, es (113)
creatinoliticus depdsitos de agua gelatinasa, malonato y glicerol
residuales, sedimento positivo
del lago antéartico,
superficies de quesos,
raices de Limon
sinenses y orina
humana, y la mosca
Protophormia
terraenovae.
Gordonia phthalatica  Planta de tratamiento de  Degrada ésteres de ftalato (137)
aguas residuales de Producto para dar flexibilidad a los
lodos activados en plasticos
Bejing. También de
clinicas humanas,
Rhodococcus Sedimento contaminado  Hidroliza celulosa y reduce nitrato (138)

biphenylivorans

con bifenilos
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policlorados en la ciudad
de Taizhou, en China

Microbacterium sp. Aislada de la esponja Glicoglicerolipidos con accién (139)
Halichondria panacea antitumoral.

Nocardiposis listerii Asociado a diferentes Puede producir una amplia variedad
ecosistemas terrestresy  de compuestos quimicos con
marinos diversas actividades biolégicas;
principalmente policétidos, péptidos
ciclicos, macrélidos, (140)

dicetopiperazinas, alfa pironas,

alcaloides, naftoquinonas,

fenazinas, naftoquinonas y

derivados de fenoxacina que (141)
poseen un efecto farmacoloégico y

biolégico, principalmente como

antibacterianos, antif(ingicos, (142)
anticancerigenos, antitumorales,

citotéxicos, inmunomodulador, e

inhibidor de la proteina quinasa. (143)
Tiene la posibilidad de producir

surfactante, que al ser aislado de

fuentes naturales ofrece la

posibilidad de usarse en las

industrias alimentaria, farmacéutica

e industrial.

El porcentaje de abundancia de actinobacterias fue de 18.68%, con la presencia de
16 especies. Una de las caracteristicas que predomina en este filo, es la
reduccion de nitratos a amoniaco, que puede ser utilizado por microorganismos
en la biosintesis de los constituyentes celulares nitrogenados, como son
fundamentalmente las proteinas y acidos nucleicos. Como ejemplo de estas
especies se encontraron Brachybacterium faecium (Lapidus et al.,, 2009),
Brachybacterium paraconglomeratum (119), Brevibacterium senegalense,
Brevibacterium siliguriense (127), Glutamicibacter creatinoliticus (113) vy
Rhodococcus biphenylivorans (138), lo cual se relaciona muy bien con la
caracteristica urotélica de las aves, existiendo en la instalacion avicola un posible
alto contenido de nitrégeno. Otras bacterias identificadas, como Corynebacterium
glycinphilum y Enteractinococcus helveticum, también estan involucradas en el
ciclo del nitrégeno, ya que reducen el amoniaco producto de la descomposicion

de la materiaorganica y pueden servir en la fabricacion de abonos.

A nivel de bioprospeccion se encuentran bacterias que pueden ser utilizadas en

biorremediacion de suelos contaminados: Brachybacterium EE-P12 con la
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resistencia a compuestos toxicos como mercurio, cobalto, zinc y cadmio (120);
Brachybacterium aurantiacum, expresa genes en la asimilacion de sulfatos (121);
Brevibacterium linens elimina fosfatos en desechos (126); Brevibacterium casei
disminuye la concentracion de fosfatos, la fitotoxicidad de los metales, y puede
promover la absorcion de Cd, Zn y Cu (122); y, finalmente, Enterococcus
helveticum contiene genes relacionados con la degradacién de compuestos

aromaticos para la biorremediacién de suelos y agua contaminada (135).

5.4.2 Firmicutes

Las bacterias de este filo son Gram positivas, muchas pueden formar esporas en
etapa de reposo que son resistentes al ambiente, pueden germinar con la
formacién de una célula vegetativa con pared celular rigida capaz de replicarse, y
su metabolismo no es activo (144); desempefian un papel clave en la nutricion y
metabolismo del huésped a través de la sintesis de &acidos grasos de cadena
corta, y estan conectadas indirectamente con tejidos y 6rganos que regulan la
saciedad y el hambre en humanos; en su genoma presentan un bajo contenido
de G+C (145).

En este filo se encuentran géneros de patdgenos humanos y de animales muy
importantes como Staphylococcus spp. y Enterococcus spp., mientras que otros
miembros de este filo se pueden utilizar en el biocontrol de patdégenos en plantas
y fitorremediacion de metales pesados (146) (Figura 14). Estos géneros seran
relacionados en el item 5.4.5 de las bacterias patdgenas halladas en adultos de

A. diaperinus.

Se encontraron 29 especies de 5 géneros de Firmicutes que representan el 15%
de la abundancia de bacterias en A. diaperinus, de las cuales solo tres podrian
tener enzimas utiles en la industria como Atopostipes suicloacalis que pertenece
al grupo microbiano BAL, produce celobiosa y puede ser usada para la
fabricacion de detergentes ecoldgicos con propiedades antibacterianas (147),

Vagococcus carniphilus, como bacteria solubilizadora de fosfato, ayuda a
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absorber el fosforo por las plantas pudiendo ser un biofertilizante (148) y
Virgibacillus spp. produce proteasas que pueden ser usadas en la industria de
detergentes (149).
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Especies

Firmicutes identificados en adultos A. diaperinus

Virgib
acillusVagococcus carniphilus
Staphylococcus xylosus
desconocido
Staphylococcus
xylosusStaphylococcus sciuri
desconocido Staphylococcus sciuri
subsp. Carnaticus Staphylococcus
saprophyticus desconocido
Staphylococcus
saprophyticusStaphylococcus
pseudoxylosus
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus lentus
desconocido
Staphylococcus
lentusStaphylococcus
gallinarum Staphylococcus
equorum desconocido
Staphylococcus
equorumStaphylococcus cohnii
subsp urealyticus
Staphylococcus
cohniiPeptoclostridium
desconocido
Lactococcus
petauri u

Figura 14.nglggpéjc%99ia de Firmicutes en adultos de Alphitobius diaperinus.

garviae

Enterococcus gallinarum desconocido

Enterococus gallinarum NBRC 100675
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Tabla 10. Firmicutes hallados en adultos de A. diaperinus con aplicaciones biotecnolégicas.

Especies Aislamiento Bioprospeccion Referencia
Atopostipes cama de sustrato de Produce xylanasa con aplicacion
suicloacalis arena usada en los antiaglomerante en harinas con
galpones, hidrdlisis de gluten. (150)
encontrandose a mitad  Blanqueamiento del papel evitando
del ciclo de producciéon el cloro. (151).
avicola, al parecer se
relaciona su abundancia (152)
con el aumento de (150)
material organico
Vagococcus Carne molida Se encuentra dentro de las
carniphilus bacterias solubilizadoras de fosfato,
teniendo la capacidad de convertir
la forma insoluble del fésforo en una (148)
forma disponible, ayudando a
aumentar la absorcion de fésforo (153)

por las plantas, empleandolas como
biofertilizante en los campos de
palmas aceiteras.

Virgibacillus LJ137 Su habitat corresponde  Puede utilizar una variedad de
a pescado salado y otras  fuentes de nitrégeno orgénico para (154)
especies pertenecientes el crecimiento y para la produccion
a este género se de proteasas, siendo Utiles las (149)
encuentran en el proteasas a nivel de la industria de
intestino humano. detergentes (149)

Tiene la capacidad de
para adaptarse a
diferentes ambientes
como sedimentos
marinos y alimentos
fermentados

5.4.3 Proteobacterias

Este filo constituye el linaje filogenético mas grande y fenotipicamente mas diverso,
representando el 40% de todos los géneros procariotas, abarcando una proporcién
importante de las bacterias Gram negativas, con una diversidad metabdlica extrema. El
contenido de G+C varia del 30% a 70%. Las proteobacterias incluyen la mayoria de las
bacterias conocidas con importancia médica, veterinaria, agricola o industrial. Las
bacterias de las distintas clases presentan a menudo rasgos fisiologicos en comun
(155). Dentro del filo Proteobacteria, la clase Gammaproteobacteria presenta un gran
namero de géneros y familias quimioorganotrofas, como la familia Enterobacteracea

(156)(157), caracterizada por especies patégenas principalmente.
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Las proteobacterias encontradas en adultos de A. diaperinus fueron en su totalidad de
la clase Gammaproteobacteria, muestran una abundancia del 64.95%, estan
representadas por 18 géneros, de los cuales 15 presentaron solo especies patdgenas y
los 3 géneros restantes, especies con potencial de bioprospeccion. Entre estos ultimos,
Psychrobacter sp. con la produccion de ureasa, enzima muy utilizada en
biorremediacion y biotecnologia; Providencia rettgeri, puede degradar glifosato a altas
concentraciones y, Pseudomonas stutzeri, que produce celulosa termotolerante usada

en varias aplicaciones industriales (Figura 15) (Tabla 11).

Tabla 11. Proteobacterias halladas en adultos de A. diaperinus con aplicaciones
biotecnoldgicas.

Especies Aislamiento Bioprospeccién Referencia
Psychrobacter Superficie del antartico, Posee genes cromosdmicos que
comun en la tierra con codifican anhidrasa carbonica y
acido urico derivado del  ureasa, enzimas clave en procesos (158)
ave de biorremediacion y biotecnologia.
Se han aislado enzimas activas en
frio como glutamato (159)

deshidrogenasas al ser
termoresistentes a disolventes por
su estabilidad y pHs drasticos
puede ser usada como biosensor
para detectar metales pesados,
amoniaco, urea.

Providencia rettgeri Musca doméstica Se ha evaluado su accion para (160)
Ciego de pollos controlar la mosca de fruta (161)

mediterranea (C. capitata). (162)

Tiene alta capacidad de degradar (163)

glifosato a altas concentraciones.

Es una bacteria fermentadora que
genera electricidad.

Pseudomonas Sobrevive en el sueloy  Tiene la capacidad de fijar

stutzeri coloniza raices de nitrégeno. (164)
plantas de forma Produce celulasa termotolerante,
endofitica y epifita util para aplicaciones industriales

como produccion textil,
fermentacion y bioenergia, entre
otras.
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Especies

Proteobacterias en adultos A. diaperinus

Serratia
marcescens
Salmonella enterica
desconocida
Salmonella enterica
B4212 Salmonella
enterica veneziana
Psychrobacter
desconocido
Pseudomona stutzeri
Providencia stuartii
providenc

ia

rettge

ri

Prote

us

vulgar

is

Proteus mirabilis
desconocido
Proteus

mirabilis

WGLW6

Prote

us cibarius
Pluralibacter
gergoviae

Pantoea

stewartii

Pantoea

eucrina

Pantoea

dispersa
Morganella morganii
desconocidaMorganella
morganii subsp. Morganii
Lecrercia
desconocida
Lecrercia
adecarboxylata
Kluyera georgiana
desconocida
Kluyvera georgiana
ATCC 51603
Kluyera

cryocres

cens

Kluyvera

ascorbat
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a
Klebsiella quasipneumoniae desconocida
Klebsiella
quasipneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella oxytoca
desconocida
Klebsiellaoxytoca
10-5244
klebsiella aerogenes desconocido
Klebsiella
aerog
enes
Shigu
ella
sonnei
Esche
richia
coli
Erwini
a
dacico
la
Enterobacter
desconocidoEnterobacter
hormaechei subsp xiangfangensis
Enterobacter hormaechei subsp
steigerwaltii
Citrobacter
werkmaniiCitrobacter
freundii desconocido
Citrobacter freundii
Acinetobacter gerneri

0.00%

5.00% 10.00% 15.00% 20.00%

Porcentaje de abundancia

25.00%

Figura 15. Abundancia de Proteobacterias en adultos de Alphitobius diaperinus
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Como se menciond anteriormente, las especies identificadas como patdgenas seran
discutidas en el item 5.4.5, donde se exponen las caracteristicas y la resistencia

bacteriana.

5.4.4 Bacteroidetes

El filo Bacteroidetes, compuesto por bacilos Gram negativos que no forman
endosporas, es fenotipica, fisiolégica y metabolicamente muy diverso. Es un filo
dominante degradador de carbohidratos en suelo, en la capa superior y en el intestino
distal, los Bacteroidetes prosperan debido a su capacidad para secretar diversas
matrices de enzimas activas en carbohidratos (CAZymes) lo que hacen a través de la
secrecion de tipo IX especifica del sistema (T9SS) que se dirige a los glicanos
altamente variados en el suelo (165). Es simbionte de insectos que se alimentan de
savia y vectores de enfermedades de plantas, también este filo ha sido asociado al
escarabajo Coleomegilla maculata, se indica que la filogenia del simbionte es

congruente conla filogenia de los insectos hospedadores (166).

Hay informacion respecto a que cepas Bacteroidetes spp. pueden ser utilizadas como
probidtico en conejos (327), y se ha reportado junto a los Firmicutes en la microbiota de

un individuo sano(328).

Se identificaron solamente dos especies de Bacteroidetes en el microbioma de adultos
de A. diaperinus con muy poca representacion en abundancia, Pedobacter
himalayensis 0.1% que produce algunas enzimas con valor industrial y Myroides

odoratimimus 0.1%, esta ultima descrita como patdégena.

5.4.4.1 Caracteristicas generales de Pedobacter himalayensis

Pedobacter es uno de los pocos grupos de bacterias dominantes del suelo que se

pueden cultivar facilmente. Son Gram negativos, productores de heparinasa, aerobios
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obligados, con o sin motilidad, negativo para ureasa, lipasa, gelatinasa, arginina
hidrolasa, produccion de indol y reduccion de nitratos. Tiene la capacidad de reducir
bifenilos policlorados (167) (168).

P. himalayensis HHS 22T, fue aislada del agua glacial de las cordilleras del Himalaya de
la India, difiere de las especies conocidas del género Pedobacter en sus
caracteristicas fenotipicas, lo que representa una novedad para el género; crece de 4 a
25°C, pH de 6 a 10, y 5.8% de NaCl, produce enzimas que pueden ser usadas en la
industria lactea como oxidasa y catalasa; para la preservacion de alimentos (169);
produce gelatinasa que se usa como aditivo en la industria alimentaria, La lipasa
hidroliza el componente graso, proporcionando cambios caracteristicos en el sabor del
gueso durante su maduracion, B-galactosidasa para cuantificacion de la lactosa en
leche; amilasa hidroliza parcialmente el gluten, puede permanecer durante el horneado
hidrolizando el almidén , resultando un pan mas suave (169); las enzimas proteoliticas
y lipoliticas actian sobre diferentes substratos naturales y sintéticos siendo usadas en la
industria como detergentes, las amilasas, gelatinasas, se emplean como aditivos en la
industria alimentaria (150). Ureasa han sido usadas para el tratamiento de aguas
residuales con alto contenido de nitrdgeno orgénico a través de su hidrolisis (170).
Lactosa hidroliza la lactosa en D-glucosa y D- galactosa, para la obtencion de
productos deslactosados, ademas previene la cristalizacion de la lactosa en helados y
postres congelados de leche; posee una enzima que reduce amonio a amoniaco a
través de la desnitrificacion, presenta menaquinonas MK7(H2), MK8 (H2), y MK9(H2), y
un contenido de G+C del 41,25 %. (167).

5.4.5 Bacterias patdgenas identificadas en adultos de A. diaperinus

Entre las 61 bacterias patégenas halladas en este estudio, se encontraron las
reportadas en la literatura en Alphitobius diaperinus como vector de enfermedad en las
aves de corral (22) (21) (17). Hasta ahora son pocos los datos de referencia sobre la
abundancia de ARG en granjas donde los pollos se crian de forma intensiva con poco o

ningun uso de antibidticos (171). Sin embargo, se ha demostrado la capacidad de los
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insectos para transmitir materiales de su sistema digestivo al medio ambiente (172) y
se ha determinado que cualquier escarabajo que porte Salmonella en su intestino sirve
como reservorio bacteriano, abarcando el tiempo entre las rotaciones de la parvada. De
esta forma, A. diaperinus representa un reservorio residual de dispersion de patdgenos
(27) (Anexo 2).

La mosca doméstica (Diptera muscidae), como ejemplo vector referente de patégenos
bacterianos ha sido muy estudiada, pero son pocos los datos sobre su papel en la
propagacion de la comunidad bacteriana, de los ARG y los MGE (173). En Bangladesh
se reportaron bacterias con resistencia a los antibiéticos que fueron aisladas de moscas
domeésticas, S. aureus (78.6%), Salmonella spp. (66.4%) y E. coli (51.4%). Este mismo
estudio demostré que de 110 aislamientos de S. aureus 103 eran resistentes tanto a la
penicilina como a la amoxicilina, hallando la presencia de genes mec A en un 14%; en
el caso de Salmonella resistente a la tetraciclina, tetA fue el gen de mas prevalencia
con 44%, en comparacién con el 20% de tet B. Asi mismo, de 24 aislamientos de E coli,
el 20% presentd resistencia a la colistina siendo positivo para el gen mcr-3 (28).
Adicionalmente, se hizo el hallazgo de algunos géneros de bacterias que se relacionan
con la incidencia de las infecciones por bacterias multirresistentes (por sus siglas en
inglés MDR), lo cual se ha convertido en un problema de salud publica.

Como segunda instancia, en este estudio se hizo el hallazgo de algunos géneros de
bacterias que se relacionan con la incidencia de las infecciones por bacterias MDR, lo
cual se ha convertido en un problema de salud publica. Los patdégenos descritos
habitualmente son agrupados en el acronimo ESKAPE que incluye las bacterias
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanni, Pseudomona aeruginosa y enterobacter spp. De esta forma, se describiran
las baterias patdgenas de mayor relevancia en salud publica que pertenecen al grupo
conocido como ESKAPE (de cual se hallaron Enterococcus, Salmonella, E. coli,

Staphylococcus, y Klebsiella) bacterias descritas a continuacion.

e Enterococcus

Pertenece a las bacterias del acido lactico. Posee factores de virulencia como

adhesinas, invasinas, pili y hemolisina, gelatinasa, citolisina, serina proteasa, capsula y
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sustancia de agregacion, ademas de alta capacidad para formar biopeliculas (174). Se
encuentra en suelo, aguas residuales, plantas, piel humana, cavidad bucal. Son
resistentes, y sobreviven a condiciones dificiles como desinfectantes y antisépticos. Su
virulencia proviene de propiedades como durabilidad, estructura y resistencia a
antibidticos, y toleran alta concentracion de sal 6,5%y alta gama de temperaturas (175).

Se considera comensal del tracto intestinal animal y humano, constituyendo el 1% de la
microbiota total; ha surgido como patdgeno nosocomial importante; especialmente E.
faecium, resistente a la vancomicina debido al uso analogo de vancomicina avorpacina
como promotor de crecimiento en paises de la Union Europea durante los afios de
1978 a 2000, llegando a persistir debido a la coseleccion. Ademas, se ha sugerido que
los trabajadores de las granjas, han podido introducir a la poblacion de aves de corral
elementos de resistencia a la vancomicina(176).

En adultos de A. diaperinus se encontraron las especies E. faecalis, E. faecium y E.
gallinarum,con abundancias de 0.40%, 0.01%, y 0.20%, respectivamente.

Se ha sugerido que las aves de corral son un reservorio de Enterococcus con
resistencia a condiciones adversas y a los antibiéticos. Se han descrito 8 operones que
median esta resistencia; como son (van) para glucopéptidos, (cat-fex-cfr) para
cloranfenicol-floranfenicol denominados vanA, vanB, vanC, catA, catB, fexA, fexB y cfr
(175). Este género, representado principalmente por E. faecalis y E. faecium, se ha
sefialado como reservorio resistente a antibioticos en hospitales, pero también se han
agregado a la preparacion de alimentos fermentados, quesos, verduras y embutidos, y
en el deterioro de productos carnicos (48).

También, se ha relacionado a las cucarachas y moscas comunes como portadores de E.
faecalisy E. faecium, las cuales tienen gran potencial para diseminar bacterias fecales
debido a su héabitat de desarrollo (31).

Enterococcus gallinarum es resistente a la vancomicina debido a su operdn vanC, y su
resistencia intrinseca a muchos antibiéticos limita las opciones terapéuticas. Se ha
relacionado con infecciones de asistencia sanitaria, infecciones del torrente sanguineo,
tracto urinario y heridas quirargicas (177). Puede inducir autoinmunidad en huéspedes

susceptibles al cruzar la barrera intestinal para colonizar érganos internos (178).
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Salmonella

La salmonelosis es la causa principal de enfermedad entérica bacteriana en animales y
humanos, transmitida por alimentos. Las bacterias del género Salmonella son Gram
negativas, facultativa intracelular, su identificacion serolégica est4d basada en los
antigenos O (sométicos) y H (flagelares). Los determinantes de virulencia incluyen
flagelos, fimbrias, sistemas de secrecion de tipo Il (T3SS), toxinas, sistemas
reguladores de dos componentes y antigeno capsular Vi (179). En A. diaperinus la
colonizacion de Salmonella puede dar lugar a una colonizacion transitoria (172).

En Africa subsahariana, se realizo el primer estudio de la deteccion de Salmonella spp.
y E coli enteropatdgena resistente a los antimicrobianos en moscas que infestan el
pescado de los mercados en Zambia. Se encontré que todos los aislamientos fueron
susceptibles a los antibiéticos probados. La presencia se Salmonella se confirmé con el
gen invA (180). En otro estudio realizado en el mercado de pescado en Bangladesh, en
relacion con la deteccién molecular de Salmonella spp. en moscas, se concluyé que el
91.2% resultaron ser MDR, con resistencia a 25 antibioticos, encontrandose que todos
los aislamientos eran resistentes a la tetraciclina, con los genes asociados tetA, tetB,
detectados en un 100%, y la resistencia a ciprofloxacina con los genes asociados gnrA
(41.1%), motivo de preocupacion en la salud publica, puesto que datos epidemiologicos
revelan que esta bacteria se relaciona con gastroenteritis de tipo alimentario
detectandose en diferentes tipos de carne, especialmente carne de pollo y su
aislamiento se ha dificultado por el bajo nimero de bacterias presentes en alimento
(181).

En los udltimos afios, surgid la idea de usar insectos comestibles para la produccion
industrial, como gusanos de harina (Tenebrio molitor), para lo cual se estudiaron 11
genes transferibles de AMR; erm (A), erm (B), erm (C), vanA, vanB, tet (M), tet (O), tet
(S), tet (K), mecA, blaz en insectos como grillos, langostas, larvas de gusano de harina,
hormigas negras, termitas, escarabajo rinoceronte, grillos topo, pupas de gusano de
seda y escorpiones rojos, siendo tet

(K) el gen de mayor prevalencia, seguido de erm (B), tet (S) y blaz. Esto indica un
posible riesgo para la salud humana (182). Sin embargo, en el afio 2015 la Autoridad

Europea de Seguridad Alimentaria evaluo el riesgo sobre el consumo de insectos por
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parte de humanos y animales y dedujo que los riesgos son comparables con otros
sistemas de produccion animal (183).

En Chile se describi6 la presencia de cepas de S. enterica perteneciente a los serotipos
Infantis, en formas larvarias y adultas de A. diaperinus, y se determind que en su forma
adulta presentan el riesgo de portar y propagar Salmonella dentro de los ambientes de
las aves de corral, como también que transmita Salmonella a las aves al ser
consumidos por ellas, para luego diseminar las bacterias en el estiércol. El serotipo
Infantis mostré resistencia a los antimicrobianos y evidencia de ser portador del
megaplasmido pESI, donde todos poseian fenotipos multirresistentes, y a través de
PCR, se identificaron los genes emergente) faeAB, ipfA, mera, pemK, ccdAB y traC; y
el pESI, plasmido para S. Infantis (184).

Se caracterizé la dinamica microbiana durante un ciclo de produccion industrial de
gusanos menores de la harina (larvas de A. diaperinus), utilizados para consumo
humano, mediante la secuenciacién lllumina Miseq, donde no se detectaron patégenos
alimentarios como Salmonella spp. Listeria monocitogenes, Bacillus cereus, o
Staphylococcus coagulasa positivo. Al parecer, algunas especies bacterianas muestran
una ventaja competitiva dentro del intestino de la larva y se vuelven dominantes (185).
En este estudio se hall6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Veneziana, esta
bacteria inicialmente fue aislada de muestras ambientales, especialmente agua dulce y
salada (186), Salmonella enterica ha sido caracterizada por estar asociada a las
bacterias que se transmiten por alimentos, y epidemiolégicamente asociada al consumo
de productos avicolas (187), por lo tanto, A. diaperinus puede ser vector de Salmonella
en la produccién avicola y, aunque el porcentaje de abundancia reportado en este

estudio fue muy bajo (0.1%), no se puede descartar su posible accién como vector.

e E.coli

Su esquema de serotipificacion se basa en los antigenos somaticos (O), flagelares (H)
y capsulares (K) (188). Tiene la capacidad de adquirir y conservar genes de resistencia
transferibles, estas cepas se pueden propagar a traves de los alimentos y la comunidad
pudiendo actuar como reservorio, incluso las aguas residuales son usadas como un

método de deteccidn rapida para detectar cepas resistentes (189), que pueden causar
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patologias urinarias, gastrointestinales y septicemia. Las cepas de E. coli patbgena extra
intestinal se subdividen en

E. coli patdgena aviar, que causa una enfermedad sistémica en aves, la segunda
causante de meningitis neonatal y E. coli uropatégena (190). Existe un precedente de
mujeres con infecciones urinarias causado por E. coli multirresistente, que informaron
el consumo frecuente de pollo (191); como también el hecho de que esta bacteria es
productora de la toxina Shiga (STEC), que representa un importante problema para
todo el mundo, y es que ha llegado a asociarse la carne de pollo a la enfermedad
(STEC) (192).

Los principales mecanismos de resistencia a las oxiiminocefalosporinas en E. coli se
basan enla produccion de b-lactamasas de espectro extendido (BLEE), estos genes han
tenido un mayor porcentaje en aislamientos clinicos humanos en China con un 55%, en
comparacion con el 3%de los aislados de los animales para el consumo humano (190).
En mencién al estudio realizado en moscas en Africa, se obtuvieron 56 cepas
productoras de BLEE, de estos 42 aislamientos, el 42.9% portaban genes bla CTX-M y
el 35.7% portaba genes bla SHV. Algunos aislamientos (21.4%) fueron positivos para
los 2 tipos de genes (180). En otro estudio en Filipinas, de muestras aisladas de
hisopados de cloacales de pollos de engorde y de las botas de los trabajadores en
galpones de pollos de engorde, se determind la prevalencia del genotipo BLEE siendo el
mas comun bla CTX-M Y bla TEM, llevando a que los plasmidos que codifican BLEE
puedan ser transferidos de las cepas de aves de corral de E. coli a humanos, a la vez
gue llevan otros genes de resistencia a antibioticos (193).

En Trinidad y Tobago se aisl6 E. coli de muestras clinicas de humanos y de intestinos
de pollos en planta de beneficio. Los aislamientos de E. coli recuperados de humanos
(88.9%) portaban mas genes BLEE que los de los pollos (49.2%), sugiriendo una
menor probabilidad de transferencia de genes AMR y los genes TEM eran
predominantes en aislamientos de pollo 48.6%, en contraposicion de los hallados en
humanos 13% (194).

El estudio méas reciente en moscas detectdo S. aureus, Salmonella spp. y E. coli con
resistencia a multiples antibiéticos en la region de Mymensingh, y destaco cinco genes

AMR donde tet A fue el mas comun, luego el gen mcr-3 responsable de la resistencia a
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la colistina y el gen mec(A)de MRSA (28).

e Staphylococcus

Este género representé una abundancia de 14.20% en total, un valor alto dentro de los
Firmicutes, predominando S. lentus (4.7%) y S. gallinarum (3.2%). Es un
microorganismo catalasa positivo, residente de la microbiota humana, produce
diferentes factores de virulencia extracelulares como toxinas con propiedades
antigénicas, y produccion de biopeliculas (195).

S. lentus es una bacteria comensal que coloniza la piel de animales usados para la
produccién,y puede causar de forma inusual infeccion en humanos (196).

En estudios recientes se aislé Staphylococcus de A. diaperinus destinadas al consumo
humano (185), y también se identificaron cepas patdgenas en varios insectos vivos
(hormigas, cucarachas, moscas, avispas, polillas y mariposas) en hospitales de Brasil
(48). Es importante destacar que aproximadamente 1900 especies insectos se
consumen en el mundo siendo los coledpteros los de mayor demanda en un 31%
(197).

Se han encontrado genes de resistencia comunes en Staphylococcus spp. como
mec(A), erm(C), tet(K). tet(L), van A, vanB, vanC y tet(O) , y se han hallado MGE en
bacterias de seres humanos, animales y el medios ambiente en Africa (198). Asi
mismo, se ha indicado el aislamiento de S. aureus de insectos como las hormigas que
han sido recolectadas en hospitales, llegando a multiplicarse en sus cuerpos y nido,
siendo una fuente de infeccion para pacientes inmunodeprimidos (195).

Se ha reportado la existencia de Staphylococcus de los galpones de pollos destinados
a la produccién, en especial de S. xylosus aislado de muestras de aire, y se ha
relacionado con genes tetK, linA, ermB y blaz, (199). Se ha demostrado la capacidad
de esta bacteria para convertir residuos agroindustriales en biodiesel (200), sin
embargo, su uso debe ser controlado para evitar la propagacion de estos genes de
resistencia antimicrobiana.

Adicionalmente, se han aislado Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA,

por sus siglas en Inglés), de productos de pollo al por menor, junto con la AMR, siendo
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la media de S. aureus tan alta que sobrepasoé los limites posibles de la Organizacién
Egipcia de Normalizacion y Control de Calidad (198). Las infecciones causadas por
esta bacteria suponen un problema importante para la salud publica, llegando a
ocasionar brotes epidémicos, con las consecuentes endemias hospitalarias que
dificultan su control, disminuyendo las opciones de tratamiento (201).

El estudio mas cercano a A. diaperinus, consisti6 en evaluar la distribucion de los
genes de resistencia a los antibiéticos en larvas de Tenebrio molitor con fines
alimentarios que fueron criadas en laboratorio. En el analisis de su excremento y
alimento se detectaron genes tet (M) en Lactobacillus casei, tet(K) Staphylococcus
aureus y tet(S) Enterococcus italicus, para bacterias a través de la amplificacién con
PCR y PCR anidada (5). Como antecedente de este tipo de estudio, se encontré que
los géneros Bacillus y Clostridium han sido los géneros mas representativos

encontrados en insectos (202).

o Klebsiella

Este género fue hallado con una abundancia de 5.7% en este estudio. Es una bacteria
Gram negativa, ureasa, prueba de Voges-Proskauer y descarboxilasa positiva y
fermenta lactosa (203). Produce infecciones del tracto urinario, meningitis, diarrea e
infecciones de tejido blando (204). Ha sido aislada de larvas del lepidoptero Bunaea
alcinoe, de larvas del coledptero picudo de la palma africana o Rhynchophorus
phoenicis (48). En Irdn se capturaron moscas en diferentes ambientes y en las cuatro
estaciones, siendo el 11,3% de estos insectos positivos para K. pneumonie, estando
presente en su parte externa como en su interior. También se demostré que el nivel de
AMR fue superior al 23 % para 16 antimicrobianos estudiados, esta identificacion de la
bacteria se realizO con técnicas fenotipicas y PCR. (205). De tal forma que se
considera un patdgeno nosocomial con resistencia a los antimicrobianos, siendo
relevante su vigilancia para frenar su amenaza (206).

En este estudio se hall6 K. aerogenes, una bacteria asociada a patologias del tracto
urinario y los ojos, con alta AMR, y alta capacidad de diseminacién clonal albergando
diferentes plasmidoscon varios genes AMR blakpc, blaviM, bla IMPY bla CTX-M (207).

También se hallo la especie K. oxytoca, la cual se ha utilizado como probidtico en la
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dieta de larvas y adultos de la mosca de la fruta, para acortar el tiempo de latencia de
su apareamiento, y una mejor capacidad de sobrevivir bajo privacion de alimento (208),
pero se ha reportado la KPC “carbapenemasa” transportada en plasmidos que son
transferibles entre bacterias Gram negativas (209).

K. quasipneumoniae, identificada en este estudio, tiene forma de varilla y es
encapsulada (203). Se identificaron cuatro plasmidos de los cuales uno pTMSNI47-1
albergaba genes de resistencia a farmacos, con una amplia gama de hospedadores y
alta transferibilidad a través de HGT, siendo un portador eficiente y agente causante de
una resistencia a B-lactamicos de muy amplio espectro con los genes blaCTX-M-2,
blaDHA-1 , blaOXA-10 , blaKkKM-1, siendo este Gltimo el responsable de reducir la
susceptibilidad a los carbapenémicos (210). Cabe recordar que los carbapenémicos se
han considerado por mucho tiempo como ultimo recurso terapéutico para el tratamiento
de enfermedades causadas por bacterias Gram negativas, de forma que los genes de
carbapenemasas y ESBL hallados en K. pneumoniae, representan un riesgo para la
salud publica, debido a que son diseminados a través de sus plasmidos con la alta
transferencia genética (HTG) a otras especies (206).

Los géneros y especies de bacterias que no pertenecen al grupo denominado
ESKAPE, descritos a continuacion, estan relacionados con ARG y el papel de los
insectos como vectoresde transmision

El género Proteus, el mas abundante en los adultos de A. diaperinus con una
abundancia de 21.4%, siendo P. mirabilis la especie mas destacada en este estudio.
Este género pertenece a la familia Enterobacteriacea, son bacilos Gram negativos
moviles, con flagelos peritricos, aerobios y anaerobios facultativos, se caracteriza por la
produccién de fenilamina desaminasa para desdoblar la urea (211). Un estudio acerca
del exoesqueleto de Blatella germanica (cucaracha comun) realizado en un centro
hospitalario en Colombia arrojé un porcentaje de Proteus mirabilis de 4.7%, siendo
parte de las infecciones asociadas a la atencién en salud (212), ademas de presentar
resistencia a diferentes antimicrobianos, reportada en clinicas de Madrid (Espafa)
desde el 2005, cuando ya se reportaba la presencia de BLEE (211). Por otro lado, se
ha aislado de las glandulas salivales de la larva de la mosca Lucilia sericata; al parecer

se relaciona con las sefiales de enjambre y ovoposicion (213). En Egipto se aislo P.
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mirabilis en aves de corral sanas, también en hisopados de materia fecal y 6érganos
internos de aves migrantes de varios 6rdenes hallados muertas en Africa; datos que
sugieren que la presencia de Proteus spp. en las aves no representa un riesgo real de
diseminacion, ya que parecen ser un miembro en la microflora normal de las aves, sin
embargo, se debe tener en cuenta que en esta bacteria aislada de aves de corral se
detecto el gen tet(M), que codifica resistencia a la tetraciclina antibiético de aplicacion
frecuente en veterinaria (214). Proteus mirabilis., sobresale como patégeno oportunista
que produce diferentes tipos de infecciones en su mayoria del tracto urinario con varios
factores de virulencia como adherencia por presencia de fimbrias, adhesinas afimbriales,
motilidad de enjambre, actividad hemolitica, producciébn de ureasa para generar
amoniaco, protedlisis y endotoxicidad, asi mismo, puede causar infecciones
respiratorias y de heridas, incluso bacteremia (215). Se han detectado genes
mediados por plasmidos de B-lactamasas BLEE, siendo los mas predominantes el
grupo de enzimas CTX-M-1 CTXM-9 y tipo SHV, mientras que el AMPc mas comun fue
el tipo CMY y DHA (216) (217).

El género Kluvyera spp. hallado con una abundancia de 1.4% es fenotipicamente
similar a E. coli, incluye K. ascorbata, el agente mas infeccioso de este género que
produce enfermedades graves en animales y humanos, aislado por primera vez de la
sangre del murciélago frugivoro egipcio en Corea (218). Kluvyera cryocrescens es una
bacteria en forma de bastdn, portadora del gen blaNDM-1 transportado por el plasmido
incX3 mostrando resistencia a cefalosporinas y carbapenémicos, con resistencia a los
B-lactamicos con los genes AMR (bla NDM-1, bla SHV- 12, bla CTX-M-3),
quinolonas (qnrl) sulfonamidas (sull) fosfomicina (fosA) y trimetoprim (dfrA21,
dfrA14) li 2019 También, KLUG-1 y KLUY de K. georgiana parecen ser los progenitores
de los subgrupos CTX-M-2 (219).

K. ascorbata denominada asi por su produccion de acido ascoOrbico, ha sido
relacionada con genes que codifican cefotaximasas grupos CTX-M-1 y CTX-M2,
mientras que otras especies como Kluyvera georgiana han sido relacionadas con los
grupos CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-

25. También se ha descrito la movilizacién de genes bla CTX-M de K. ascorbata y K.

greorgiana a plasmidos (220), incluso, se ha aislado el gen de resistencia mcr-1 de
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resistencia a colistina en Kuvyera ascorbata (221)

Corynebacterium ha sido uno de los principales géneros encontrados en la microbiota
de las camas de los pollos, seguido por Enterococcus que también se han encontrado
de manera abundante en materia fecal de los pollos de galpon, y coinciden con las
bacterias halladas en adultos de A. diaperinus en este estudio; al parecer la divergencia
de hallar unas bacterias y otras no depende de la exposicion de la microbiota a factores
ambientales como el oxigeno, la temperatura y la humedad dentro del galpén de
produccion avicola, mientras que si dependeria del sustrato y del tipo de piso de la
cama (171).

Pantoea dispersa, un cocobacilo Gram negativo, aunque prometia ser un
antimicrobiano con propiedades de quelacion de metales de suelo, resultd ser un
microorganismo MDR oportunista, y en su ambiente natural son patdgenos de plantas o
insectos (222). Por otro lado, P. stewarttii se ha detectado en el intestino medio y
posterior de la pulga escarabajo Chaetocnema pulicaria, tiene un sistema T3SS de Hrp
con diferentes funciones en su ciclo de vida para colonizar y persistir en el vector y las
plantas, las bacterias permanecen en el tracto alimentario de los vectores e hibernasen
el suelo para ser efectiva su transmisién (223). Contrario a las dos especies anteriores
P. eucrina se aisl6 de un bote de basura en la universidad de Oklahoma, se discute
las implicaciones de sus sistemas secretores y pilli para la patogénesis oportunista
(224). Sin embargo se sabe que tiene utilidad en la oxidacion de contaminantes
organicos (225).

Morganella morganii, se considera un patdgeno oportunista inusual que causa
infecciones de tracto urinario y postoperatorias de heridas, presentando resistencia a
multiples antibiéticos portando genes AMR como blaNDM-1 y gqnrD1 (226). M. morganii
GDMMB86 se recuperd de un frotis fecal de un pollo sano en la provincia de Guangdong
en China, detectando los genes blaNDM-1 y catA2 , resistente a ampicilina y fenicoles
(227). También con alto nivel de resistencia en Leclercia adecarboxylata, de origen
animal, se hallé que su genoma codificaba nueve genes de resistencia a antibiéticos, de
los cuales el gen floR es resistente a florfenicol (228). Por otro lado, se encontré que
tiene la capacidad de remediacion de sedimentos contaminados con plomo (229).

La bacteria Erwinia candidatus dacicola, se ha caracterizado como el principal
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endosimbionte residente en las poblaciones silvestres de Bactrocera oleae, mosca de
olivo que se transmite via vertical materna, (230), mejorando la produccion de huevos
de la hembra con una dieta pobre en nitrégeno, siendo residentes transitorios ingeridos
en la dieta (231).

Enterobacter spp., son patégenos nosocomiales y con frecuencia MDR, incluida la
resistencia a los carbapénemicos que incluye cinco grandes familias carbapenemasas;
KPC, NDM, OXA- 48, VIM e IMP. Entre estos, Enterobacter hormaechei, que pertenece
al complejo enterobacter cloacae, hasta el momento se detectaron gran numero de
ARG, como BLEE y carbapenemasas bla IMP-26 multirresistente y bla SHV-178, con el
hallazgo del plasmido IncHI2/2A megaconjugativo (232).

Pluralibacter gergoviae son bacilos rectos anaerébicos facultativos forma parte del
microbioma intestinal se asocia con infecciones humanas y mas comunmente con
deterioro cosmético por su adaptacion a agentes conservantes (233) Se ha relacionado
con la formacién de biopeliculas causando contaminacién cronica de la superficie de los
alimentos (234).

El bacilo acido resistente Mycobacterium avium por su pared rica en lipidos, es un
patégeno intracelular que puede sobrevivir a condiciones ambientales adversas, y se
ha revelado que presenta resistencia a multiples farmacos, albergando los genes inh A,
rpo B, rps L, y otr B (235).

Serratia marcescens se encuentra en el ambiente, animales e insectos, muestra una
virulencia baja, pero causa infecciones nosocomiales, especialmente en unidades
neonatales. Muchos de los aislados clinicos portan determinantes genéticos codificados
por plasmidos que confieren resistencia a una amplia variedad de antibiéticos como
BLEE o la metalo B-lactamasa (236).

Providencia stuartti y P rettgeri se aislaron de la orina de pacientes en Japoén,
resistentes a carbapenémicos albergando genes bla IMP-1 bla IMP-11 bla IMP-70,
siendo patdgenos potenciales para causar enfermedades graves como meningitis
después de cirugia, y endocarditis (237).

Se ha investigado un aumento de aislamientos de Shiguella sonei resistente a ESBL
que albergaba genes bla CTX-M—27 en Australia (238) Se ha reportado que los

factores de virulencia duplica el sistema de secrecién tipo2 en las cepas resistentes
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(239) Por lo general estos aislamientos ESBL son del tipo CTXM y se ha investigado
caracterizar los plasmidos MDR portadores bla CTX-M (240).

Lactococcus garviae Gram positivo, inmavil, es un importante patdégeno en peces, se ha
aislado en rumiantes con mastitis subclinica y cerdos usados para ceba con neumonia
(241). Se encontraron genes de resistencia tet(S) y tet (M) (242) En trucha arco Iris
cultivada en Iran se revel6 que los aislamientos contenian de uno a tres genes de
resistencia a estreptomicina StrA,tetraciclina tet(S), y eritromicina ermB (243).

Las bacterias del género Myroides son Gram negativas aerbbicas, inmoéviles, no
fermentadores comunes en fuentes ambientales, en especial ambientes acuatico, y no
hacen parte de la microflora humana normal. Se comportan como patégenos
oportunistas de bajo grado causando infeccion del tracto urinario, endocarditis,
ventriculitis e infecciones cutaneas en pacientes inmunodeprimidos. Producen
compuestos tensoactivos en entornos biliares, como también biopeliculas en entornos
clinicos y alimentarios. M. adoratimimus ha sido asociada a casos de infecciones
urinarias y celulitis por bacteremia.

La experiencia clinica ha sido limitada con esta bacteria (244). Se han identificado
multiples ARG; a la tetraciclina (tetX), macrdélidos (ereB), lincosamidas (lask)
sulfonamidas (sul2 sul3), B-lactamasa (bla TUS-1 , bla SFB-1 , bla SLB-1 , bla OXA-
209 , bla OXA-347) y cloranfenicol (cat) (245).

Lactococcus petauri es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo aislado de un
absceso facial de un petauro de azucar (246), y de un intestino de humano sano. El
analisis de la isla genémica revel6 que contiene fragmentos de genes bacteriostaticos y
de resistencia a los antibidticos (247).

Peptoclostidium se identificé en la microbiota fecal de leopardo de norte de China (248).
Incluye

Peptoclostridium difficile, bacteria formadora de esporas, se caracteriza por ser Gram

positiva,
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anaerobica y movil patdgeno nosocomial causante de diarrea asociada a antibiéticos y
colitis pseudomembranosa potencialmente mortal, siendo un posible agente zoonatico;
y en esta bacteria se detectaron genes responsables de resistencia a la tetraciclina
(tetM) y la eritromicina(ermG) (249).

Lecrercia adecarboxylata es una bacteria movil Gram negativa, se aisl6 de muestras
ambientales en agua y suelo, y es una bacteria oportunista resistente a la mayoria de
betalactdmicos, codificando betalactamasas tipo SHV, también albergando ARG
blaTEM-1, blaCTX- M-3 (250).

En este estudio no se identifico el género Campylobacter, sin embargo, se considera un
microorganismo comensal en aves de corral, aunque les puede causar inflamacion
cronica del intestino y diarrea (251); se adapta facilmente a lo largo de la produccion
avicola, documentado en 2019 como el principal patégeno transmitido por alimentos,
asociado al consumo de alimentos de origen animal en todo el mundo. Puede
permanecer viable en pollo fresco, y causar gastroenteritis humana (23). Se ha
descubierto que organismos como moscas son una ruta de transmision horizontal a las
instalaciones avicolas, y se ha sugerido que adultos y larvas de Alphitobius diaperinus
podrian ser portadores importantes de Campylobacter jejuni, incluso contaminando a
las parvadas de los sucesivos ciclos de cria (22).

Los escarabajos mantienen estas bacterias activas en su intestino hasta por 3 dias, por
lo tanto, pueden ser vectores bioldgicos al adquirir las bacterias por contacto fisico o por
consumir heces de las aves de corral, estas bacterias son viables durante 12 horas
después de la ingestién, y externamente por 72 horas. Los estudios de campo han
demostrado que Campylobacter no puede detectarse durante un periodo de una a dos
semanas entre parvadas de pollo de engorde

(22) (252). Aunque se ha estudiado si A. diaperinus tiene la posibilidad de diseminar la
bacteria en las instalaciones avicolas, la deteccion interna de Campylobacter disminuye
rapidamente en adultos, no siendo detectable después de 12 horas de su ingestion, lo
gue haria de A. diaperinus un vector menos competente, aunque en este estudio no hay

reporte de su abundancia (22).

Con base en la revision sobre las bacterias potencialmente patdgenas identificadas en
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este estudio se identifico la posible presencia de genes de resistencia y métodos de
transferencia, y se determind que muchas de ellas poseen resistencia a multiples
farmacos, ademas de que portan determinantes genéticos codificados por plasmidos
que confieren resistencia a una amplia variedad de antibidticos, lo cual sugiere la
necesidad de una mayor vigilancia respecto a la presencia de ellas en la produccién

avicola. (Anexo 2 y 3).

El resultado de la abundancia y diversidad de las especies que conforman el
microbioma de Alphitobus diaperinus con potencial biotecnolégico y con riesgo de

patogenicidad se resume enla figura 16.

Bioprospeccion y patogenicidad de las bacterias
en A. diaperinus adulto
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Figura 16. Representacién del porcentaje de especies con potencial biotecnolégico, y potencial de riesgo de
patogenicidad.

Se observa que el filo de actinobacterias, aunque no es el de mayor en abundancia,
representa el grupo de especies con mayor potencial biotecnolégico y de
bioprospeccion, a diferencia de los demas filos como son la Proteobacterias y
Firmicutes con mayor porcentaje de abundancia y diversidad, tienen poca aplicacion
biotecnoldgica, pero mayor riesgo de patogenicidad, lo cual demuestra que Alphitobius
diaperinus, puede ser un vector de enfermedades en avicultura. Por otro lado, el filo de

los Bacteroidetes mostré un porcentaje menor de abundancia, aunque se ha reportado
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gue cepas Bacteroidetes pueden ser utilizadas como probiotico en conejos (327) y se ha

relacionado con la microbiota de un individuo sano junto a los Firmicutes (328).

5.5 Hongos identificados en adultos de A. diaperinus

En comparacion con las bacterias, la abundancia y diversidad de hongos halladas en
adultos de A. diaperinus fue menor, presentando un porcentaje de abundancia del
79.5% para el filo Ascomycota (Aspergillus persii, Aspergillus oryzae, Aspergillus
sclerotiorum, Hyphopichia, Trichomonascus sp.) y de 20.5% en el filo Mucoromycota
(Lichtheimia sp.).

5.5.1 Ascomycota

Dentro de los hongos, Ascomycota es el filo mas diverso y rico, comprende 110.000
especies conocidas, se encuentra en diferentes ecosistemas algunos en condiciones
ambientales extremas, se ha informado de un gran nimero en desiertos y zonas de la
Antartida, en sitios muy alcalinos, en drenajes de minas con &cido sulfarico, incluso en
areas volcénicas (253). Este filo posee una estructura en forma de saco (ascus) en la
gue se producen esporas meidticas (ascosporas). Aunque una gran cantidad de
especies presenta solo la fase de levadura unicelular. Los ascomicetos son
morfolégicamente diversos, incluyen levaduras unicelulares, hongos filamentosos vy
hongos de copa mas complejos (254).

Muchas especies de ascomicetos tienen caracteristicas morfolégicas como son ascas
evanescentes y ascosporas que se descargan pasivamente para ser dispersadas por
los artrépodos (255). Las levaduras asociadas con insectos incluyen Ascomycota y
algunas Basidiomycota. Los escarabajos y las moscas son asociados importantes de
los hongos (256); los insectos se benefician del metabolismo de los hongos para
obtener carbono, nitrogeno y otros metabolitos, también les sirve para

acondicionamiento de su habitat, incluso los ayuda en la desintoxicacién de compuestos
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dafinos. Los insectos no pueden producir esteroles, y vitaminas esenciales, son los
hongos quienes pueden proporcionarselos, de igual forma atraen a los insectos con los
compuestos fangicos volatiles, y estos son transportados por los insectos a un habitat
adecuado; también se ha observado que algunas levaduras se reproducen dentro del
intestino del insecto (256). Los escarabajos que consumen esporas pueden desarrollar
modificaciones del maxilar denominadas micangios, una estructura colectora alargada
con poros para la obtencién de estas; de forma que los hongos son agentes poco
infecciosos en losescarabajos (257) (258).

Un estudio realizado en A. diaperinus sobre su dinamica microbiana durante el ciclo de
produccion industrial de las larvas, vendidos para el consumo humano, revelé que la
diversidad bacteriana fue menor en la fase larvaria; se determind que los
microorganismos presentes en el pienso con el que se alimentaron, también,
estaban presentes en las larvas y viceversa, concluyendo que el alimento es un
determinante importante en la comunidad bacteriana de insectos, adicionalmente, en
este estudio se recuperaron hongo de los géneros Aspergillus y Fusarium (185). Sin
embargo, se ha investigado la acumulacion potencial de micotoxinas en larvas de A.
diaperinus, alimentadas con piensos con micotoxinas, determinando que no se
acumulan en las larvas al ser metabolizadas y no son excretadas (259).

El género Aspergillus se encontr6 con una abundancia del 69,9%, siendo el mas
representativo, ya que Hypophicia presenté una del 5.2%, Trichomonascus ciferri una
del 4%, y Litchemia ramosa una del 20.4%.

Aspergillus es un hongo filamentoso, se utiliza para la fermentacion de alimentos y la
produccién a gran escala de enzimas, acidos organicos y compuestos activos, se utiliza
para la produccion de acido citrico (260). Se conoce que este hongo se encuentra de
manera saprofita, pero puede causar infeccion respiratoria. En la industria avicola la
cama de cascarilla de arroz en condiciones humedas junto con desechos organicos,
proporciona las condiciones para el desarrollo de hongos patégenos como A. flavus y
A. fumigatus, que pueden causar micotoxicosis debido a la liberaciéon de aflatoxinas
(261) (tabla 12).
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Tabla 12. Caracteristicas generales de Aspergillus sp.

Aspergillus Caracteristicas Referencia

Morfologia Filamentoso hialino, formado por hifas hialinas, septadas
Textura, aterciopelada, granular, algodonosa.

Reproduccién Sexual (Con formacién de ascosporas) y asexual (formacion de conidios) (262)
Temperatura Termotolerante , vive entre 12°C y 57°C, las esporas sobreviven hasta 70°C
Metabolismo Principal productor de micotoxinas como mecanismo de defensa contra

otros microorganismos; participa en el proceso de degradacion de
materiaorganica

En este estudio se encontraron Aspergillus oryzae, Aspergillus perssi, Aspergillus
sclerotiorum,con unas abundancias de 8.7%%, 43.6%, y 17.6%, respectivamente.
Aspergillus oryzae produce la micotoxina citrinina, que puede tener efecto nefrotdxico
(262). Es una especie importante en las industrias tradicionales de fermentaciéon y
procesamiento de alimentos, tiene la capacidad de secretar enzimas hidroliticas (263),
Los micelios tienen un alto poder de degradar formaldehido (264) y se ha utilizado en la
produccion de L-malato como conservante alimentario y compuesto aromatizante (265).
A nivel industrial produce el metabolito de acido Kéjico (266), y tiene la accién potencial
de degradar plastico biodegradable a través de la cutinasa responsable de la accién
degradadora del plastico (267); produce daidzeina, una isoflavona de soya con
propiedades antioxidantes y antinflamatorias (268). Se ha descrito su efectividad en el
biocontrol de Dermanynsus gallinae, un acaro hematéfago encontrado en aves de
corral (269).

Un ensayo del efecto de harina de soya fermentada con Aspergillus oryzae, demostro
que los pollos de engorde tuvieron una mayor tasa de conversion, debido a que las
aves no producen enzimas como celulasa y xilanasa, necesarias para la digestion de
polisacaridos no solubles, ademas de inhibir la tripsina contenida en la soja (270).

Hay escasos reportes de Aspergillus persii, estudios han revelado una fuerte actividad
antibacteriana con acido penicilico como compuesto activo especialmente contra varias
bacterias patdgenas de plantas especialmente Xanthomonas arboricola pv. pruni, lo que
sugiere que el acido penicilico se puede utilizar para el desarrollo de agroquimicos
sintéticos para controlar enfermedades bacterianas de las plantas; actiia como inhibidor

de deteccion de quérum, no puede usarse como agente de control biolégico
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directamente por su fitotoxicidad. Sin embargo, puede ser una molécula lider en el
desarrollo de nuevos antibioticos para el control de enfermedades bacterianas en
plantas (271); una identificacion de este agente correspondi6 a la descripcion clinica de
onicomicosis (272).

Aspergillus sclerotiorum de origen marino, tiene un buen potencial como cepa
alternativa para producir lovastatina a partir del sustrato de lodo de soja, suplementado
con aceite de palma como fuente de carbono (273). También se identificaron alcaloides
secundarios con la capacidad de inhibir selectivamente el crecimiento de Candida
albicans (274). De manera importante, se ha reportado el aislamiento de acido
penicilico con actividad in vitro contra especies patdgenas vegetales del género
Phytophthora spp. (275).

Hyphopichia es un tipo de levadura micelial, implicada en el deterioro de alimentos al
producir estireno que genera sabores desagradables en la fermentacion de productos
horneados con alto contenido de azucar. Este hongo ha sido aislado de excremento de
insectos en Sudafrica, Hungria y Francia (276). Se ha asociado con escarabajos
ambrosia y termitas que usan los hongos para alimentar a sus larvas (277) (278).Se ha
aislado Hypopichia paragotoi del intestino de larvas de escarabajos no identificados de
muestras de madera descompuesta de alcornoque en China, aunque la funcién de
levaduras asociadas a los insectos no son claras, se presume que desempeifian
funciones de desintoxicacion de los materiales que consumen y sirven como suministro
de nutrientes esenciales (279). En cuanto a su aplicacion biotecnoldgica, se describid su
elevada acciéon de a- amilasa y glucoamilasa con la capacidad de producir bioetanol a
partirde almidén (280).

Cabe tener en cuenta que las enzimas fangicas se comercializan por su potencial
biotecnoldgico en varios campos industriales, sin embargo, el alto costo de produccion
de estas y su baja eficiencia limitan su aplicacion, por eso se exige que sean mas
estables, activas y econdmicas (281).

A continuacion, se describen las caracteristicas principales de Trichomonascus sp. en
la tabla 13.
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Tabla 13. Caracteristicas principales de Trichomonascus sp.

Trichomonascus Caracteristicas Referencia
Morfologia Hifas producen cadenas cortas de blastoconidios que se forman
simpodialmente. Las hifas pueden proliferar por ramificacién simple o
producir blastoconidios. Las hifas verdaderas suelen tener tabiques
rectos y refractivos

Reproduccién asexual (gemacion multilateral) y formacién de pseudohifas e hifas (282)
verdaderas. Heterotélica u homotalica

Temperatura 2°Ca8°C

Metabolismo Utiliza citrato

Trichomonascus ha sido un género recuperado entre los de mayor frecuencia en
hormigas que cultivan hongos y ayudan a la detoxificaciéon ambiental (283); es un grupo
taxondmicamente unico, T.ciferri (sin. Candida rugosa), considerada como levadura
ascomicota muy rara, patdgena y oportunista con una incidencia menor a 1%, presenta
niveles elevados de concentracibn minima inhibitoria para azoles, equinocandinas

(284), y fluconazol, por lo cual seasocia al fracaso clinico (285).

5.5.2 Mucoromycota

Recién formalizado, este grupo estaba antes dentro de Zygomycota, la reproduccion
sexual se realiza por medio de zigosporas prototipicas y la asexual con la produccién de
esporangios; han sido aislados de suelo, estiércol y plantas ricas en azlUcares (286), y se
han reportado asociadosa plantas por relaciones endofiticas (287).

A continuacion, se describen las caracteristicas principales de Lichtheimia sp. (tabla 14)
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Tabla 14. Caracteristicas principales de Mucoromycota sp.

Lichtheimia Caracteristicas Referencia
Morfologia Hifas anchas irregulares no septadas, y fragmentadas, los
esporangioforos ramificados circinados, de forma hialina y piriforme

Reproduccion Sexual (Con formacién de zigosporas) y asexual (formacion de (288)
esporangios)

Temperatura Crecimiento 6ptimo 30°C a 37°C

Metabolismo Productor de xilanasa y carboximetilcelulosa y productor de B- (289)
glucosidasa.

Lichtheimia antes conocido (como Absidia) (sin. Mycocladus, Absidia proparte ) es un
género de hongos mucoromicetos saprofitos, habitan en el suelo o material vegetal
muerto (290). Es un hongo filamentoso inferior que pertenece al orden Mucorales,
produce mucormicosis, infecciones de seis formas: rinocerebral, pulmonar, cutanea,
gastrointestinal, diseminadas y presentaciones infrecuentes, siendo uno de los géneros
mas aislados de muestras clinicas en Europa y Estados Unidos (291) (292) (293). El
género Litcheimia estd conformado por L. corymbifera, L. ornata, L. ramosa, L.
hyalospora y L. sphareocystis. Las tres primeras especies tienen importancia clinica
(294); L. corymbifera se ha aislado de feto y placenta de bovino abortado, esto
posiblemente ocasionado por el consumo de heno en condiciones que promueve el
crecimiento ambiental de hongos (295).También ha producido infeccion pulmonar en
pollos (296). Lichtheimia ramosa cuya forma de espora es globosa elipsoidal, crece con
velocidad en todas las temperaturas, se presenta como un agente infeccioso primario
en lesiones por quemadura, y puede causar infecciones fulminantes en pacientes con
inmunidad deteriorada (288).

De manera similar a Aspergillus, Lichtheimia produce xilanasa, que podria ser utilizado
para la digestion de polisacaridos no solubles (270), fermentacién en estado solido,
hidrolizacion de la pared celular, clarificacion de jugos y vinos, extraccién de aromas y
pigmentos y el blanqueo de pulpa, se estima que sus enzimas pueden tener
aplicaciones biotecnologicas (297) (289).

La especie de Lichtheimia representa un contaminante importante del material agricola
como heno y paja (298).

Segun la descripcion de los hongos, el género Aspergillus es potencialmente productor

de micotoxinas como afltoxinas y ocratoxinas, relevantes, ya que representan un riesgo
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en la salud humana, al afectar la inocuidad alimentaria y, la mala calidad de los granos
puede afectar la economia de un pais o regidon. Las aflatoxinas en las aves de
produccion, se acumulan en higado disminuyendo la capacidad de transformacion de
alimento en carne y las ocratoxinas afectan mas especies como perro, cerdo y pollo;
causando una atrofia tubular y fibrosis peritubular y se postula como carcind6geno en
humanos (299).

La presencia de estos hongos en el adulto de A diaperinus puede atribuirse a que a
través de su metabolismo el escarabajo pueda obtener carbono, nitrégeno y otros
metabolitos, también le sirve para acondicionamiento de su habitat, incluso lo ayuda en

la desintoxicacién de compuestos dafiinos.

5.6 Virus

Se han realizado muchos estudios sobre la presencia de virus en insectos y su relacion
en la salud publica, pero son pocas las investigaciones de estos microorganismos en
insectos comestibles, los virus estan intrinsecamente asociados con el metabolismo, la

supervivencia y el comportamiento del insecto haciendo parte de su microbioma normal

ECB2 virus de Escherichia (Kuravirus)

Kuravirus (anteriormente denominado PhiEco32virus) (300) es un género de virus
perteneciente a la familia Podoviridae, cuyo genoma es lineal de dsADN, que se
encuentra generalmente creciendo en enterobacterias Gram negativas, incluyendo la
Escherichia coli (301). Se estima que los bacteri6fagos son las entidades biolégicas
mas abundantes en la Tierra, lo que los convierte en actores de diferentes procesos
ecologicos como los ciclos biogeoquimicos, desarrollando un papel importante en la
biologia molecular moderna. Es posible que el fago ECB2 virus de Escherichia coli
recuperado en la muestra de Alphitobius diaperinus AD1, no haya sido reportado por
ICTV Comité Internacional de Taxonomia de virus (por sus siglas en inglés), ya que
solo clasifica los fagos que muestran >95% de identidad de secuencia de ADN,

entonces parece ser que es huérfano gendmico de las bases de datos. El hallazgo de
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este fago podria ofrecer una posibilidad de terapia con fagos para tratar infecciones por
E. coli, ya que su aislamiento en una zona donde permanecen aves de produccion, y
donde existe la evidencia de la presencia de E. coli con una prevalencia media, podria
ser una solucion alternativa para para tratar uno de los principales agentes causantes
de la colibacilosis en pollos de engorde, ya que es una de las bacterias productoras de
BLEE (302). Actualmente los bacteriéfagos liticos se han utilizado como agentes
naturales para matar patdgenos, y son potencialmente aplicables en acuicultura con la
administracion intramuscular de fagos Miyoviridade, constituyendo una accién

prometedora para el tratamiento de enfermedades bacterianas (303).

5.7 Relacién con otros estudios

En este trabajo se han detectado bacterias que coinciden con las reportadas en
estudios de muestras de instalaciones avicolas, como es el caso del analisis a través
de la secuenciacion genémica de muestras de los desechos del polvo generado
durante la produccion de los pollos de engorde; en comun se han encontrado las
bacterias Staphylococcus lentus, Corynebacterium ammoniagenes, Brevibacterium sp, y
Brachybacterium sp. sugiriendo que la variacién en los resultados corresponde a la
diversidad en cada ecosistema microbiano (304). Anteriores trabajos se basaron en
analisis de cultivos, reportando bacterias mencionadas en este estudio, como lo

muestra la tabla 15.
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Tabla 15. Bacterias en instalaciones avicolas que son comunes a las halladas en adultos de A. diaperinus.

Bacterias aisladas de aerosoles en instalaciones avicolas Referencias

Staphylococcus cohnii, S. lentus Corynebacterium ammoniagenes
Brevibacterium sp. y Brachybacterium spp (305)

Escherichia, Corynebacterium, Staphylococcus, Enterococcus (306)

Staphylococcus, Brachybacterium
Enterococcus, Erwinia (307)
Klebsiella, Streptomyces
Lactococcus, Pedobacter

Pantoea Klebsiella, Pseudomona

Staphylococcus lentus, Corynebacterium ammoniagenes, (304)
Brevibacterium sp, y Brachybacterium

Escherichia, Corynebacterium, Staphylococcus, Enterococcus, (308)

Aspergillus

El material particulado liberado en los procesos de produccion avicola ha tenido
impacto negativo en la salud de los trabajadores y animales, encontrandose
principalmente en el andlisis microbioldgico bacterias patégenas como Staphylococcus,
Corynebacterium, Enterococcus, Escherichia, y hongos nocivos como Aspergillus. Se

ha determinado que el carbono organico (OC), el carbono elemental (EC), Na*, K "y

NH 4 T pueden tener fuertes correlaciones con Brachybacterium, Brevibacterium,

Corynebacterium y Escherichia. Se ha sefalado que el
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alimento, las heces y el tipo de cama contribuyen al aumento en la concentracion de
material particulado (306).

En relacion a otro tipo de vectores en las instalaciones avicolas, investigaciones
recientes detectaron las bacterias Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Escherichia
coli en la superficie de araflas que habitan en estos lugares (309). La Fauna
peridoméstica que incluye musarafias, ratas, cucarachas y aves también se han
sefialado como portadoras de Salmonella, incluso cucarachas infectadas en un 25%
(310).

Las moscas que habitan en las areas de produccion intensiva de pollos de engorde
pueden servectores de bacterias ARG, encontrando que la resistencia a los antibiéticos
corresponde a los usados no solo en produccion avicola, sino que son usados en la
medicina humana (tabla 16) (311).

Tabla 14. Bacterias con ARG aisladas en moscas domésticas de instalaciones avicolas que coinciden con
las halladas en A.diaperinus

Reporte de bacterias Bacterias Numero de Genes de Referencia

en artropodos que aisladas bacterias resistencia

habitan galpones aisladas
S. xylosus, 29 erm(A) erm(B)

Mosca doméstica S. epidermidis Staphylococcus msr(A/B)
E. faecalis 36 erm(B) (311)

Enterococcus

E. faecium erm(A) erm(B),

vat(E), msr(C)

Adicionalmente, se hizo una revision de articulos relacionados con los ARG
presentes en artropodos y se seleccionaron los ARG con mayor prevalencia

hasta el momento (tabla 15).

Tabla 15. ARG mas frecuentes en

artropodos.
Genes: AMR en Hallazgo de genes Bacteria Referencia
artrépodos
tet(A) Mosca doméstica
Salmonella spp (28)
tet(B) Mosca doméstica
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mcr-1 Mosca doméstica E. coli (312)
tet(B) Lactobacillus
casei/
. paracasei (313)
tet(C) Abeja ILC2279
tet(W) Abeja
tet(M) Proteccién
Ribosémica, gen Tenebrio molitor
RP
Tenebrio molitor o
gusano de harina,
tet (K) eflux gene grillo, 'a'?QOSta*
hormiga,
escarabajo
rinoceronte (5)
: Staphylococcus
tet(S) gusano c_ie harina aureus COL. a
grillo
Hormigas termita
blaz Hyboschema
contractum
(escarabajo)

Los genes tet (de resistencia a tetraciclina) son los de mayor presencia en artrépodos,
predominando en Tenebrio molitor, especie de colebptero cercana a A. diaperinus, y en
el cual se han reportado los genes tet(M) y tet(K) (313) (5). El andlisis de los contenidos
intestinales de pollos de engorde en Egipto reveld que el gen tet(W) se expresaba en
todas las muestras intestinales, mientras que el gen tet(M) se detecté en un 17%. Es
posible que los excrementos de la cama de las aves de corral que contienen residuos
de tetraciclina, y determinantes de resistencia de los genes tet, sean transferidos
cuando la cama es descartada del galén y utilizada como abono en suelos de cultivo, y
asi podrian ser fuente de AMR y afectar humanos,animales y el medio ambiente (314).

Los escarabajos Tenebrio molitor y A. diaperinus han sido aceptados como una fuente
importante de proteina y otros nutrientes (315), para lo cual se pretende utilizar
subproductos de cereales en la alimentacién de la cria de A. diaperinus (316) con la
intencidn de evitar el posible riesgo debido a la presencia de los ARG encontrados en

los artropodos.
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Un estudio realizado en Colombia, en la zona de Fusa, demostré que las bacterias
Salmonella entérica y Escherichia coli de la familia Enterobacteracea predominan en A.
diaperinus, sin importar el tipo de piso de la instalacion avicola usado en la produccion,
tanto cemento como tierra (317).

Haciendo una relacion del microbioma de adultos de A. diaperinus con los hallazgos de
Galindo (317), se observo que la comunidad microbiana asociada a los A. diaperinus es
mucho mas diversa en cama con piso de tierra que la presente en cama de piso de
cemento como la del actual estudio. Adicionalmente, se observé que en las formas
larvarias las bacterias de la familia Enterobacteracea estaba en mayor abundancia que
en adultos de A. diaperinus segun los dos estudios, similar a lo planteado por (318),
quien hizo una correlacion de especies bacterianas en los artrépodos A. diaperinus y el
sustrato de la cama, siendo las enterobacterias las mas predominantes en ambos.

En este estudio las enterobacterias, Klebsiella aerogenes, tuvo la mayor una
abundancia con un 15.8%, mientras en el estudio de Galindo, Salmonella enterica fue
la de mayor abundancia con 81315 lecturas en larva, y Pragia fontium con 234481
lecturas en adultos, segun su presentacion de resultados, donde la cama también
correspondia a un sustrato de cascarilla de arroz con piso en cemento. En el estudio de
Galindo, Lactococcus garvieae presenté gran abundancia tanto en larvas como adultos
(317), a diferencia de lo hallado en los adultos de A. diaperinus con una abundancia del
0,2% de este estudio, siendo este un microorganismo sefialado como patégeno
reportado en peces (243), hallazgo que podria estar relacionado con la presencia de
harina de pescado en el concentrado con el que se alimentan los pollos de engorde.
También se encontraron varias especies del género Brevibacterium en ambos estudios,
las cuales han sido encontradas en el sustrato de las camas y en patas de pollos en
granjas avicolas (319); adicionalmente, en este estudi6 se identificé B. auriantiacum, la
cual se ha utilizado en la industria alimenticia para producir pigmentacién naranja,
ademas de degradar la metionina para inhibir patdgenos alimentarios, sin embargo, esta

especie no ha sido reportada en avicultura.

Se encontr6 a Salmonella enterica y, aungue en muy baja abundancia, se ha

demostrado que la larva de Alphitobius diaperinus actlia como vector de ésta (320). En
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un estudio la transmision de Salmonella a los Pollos de engorde fue mayor por larvas
contaminadas que por adultos de

A. diaperinus, siendo mayor la prevalencia en la tercera semana de edad de los pollos
(26). Se ha demostrado que los insectos son otra forma de persistencia de Salmonella
en las granjas, donde las moscas representan un 15% y A. diaperinus 9,5%,
determinando tres veces mas abundancia de Salmonella en el intestino de la mosca
gue en su superficie, aunque no se habia reportado la abundancia de Salmonella en el
intestino de adultos de A. diaperinus, en este estudio la abundancia de Salmonella fue
de 0,32% en el interior del artropodo, un valor muy bajo en comparacion con lo descrito

para otros insectos.

En Brasil se aislaron las bacterias Providencia rettgeri, Echerichia coli y Proteus mirabilis
de los ciegos de aves de corral (161), coincidiendo con las bacterias halladas en A.
diaperinus en este estudio, destacandose la abundancia de Proteus mirabilis y
Escherichia coli, coincidiendo con lo descrito por otras investigaciones (321) (322),
abundancia que podria estar relacionada con la capacidad de estas bacterias de

degradar la urea a partir de la enzima fenilamina deaminasa(323).

Otra similitud planteada (17), demostré6 que no se hall6 en adultos de A. diaperinus,
debido a que las larvas infectadas son mas eficientes que los insectos adultos en la
transmision de Salmonella enteriditis a polluelos debido a la ingestion de estas. Sin
embargo, se ha sugerido que la forma adulta de A. diaperinus presenta el riesgo de
portar y propagar Salmonella dentro de los ambientes de las aves de corral, como
también que puede transmitila a las aves si estas las consumen, para luego
diseminarlas en el estiércol (184), y se ha mencionado que A. diaperinus representa un
reservorio residual de dispersion de patégenos como Salmonella enterica a través de
sus heces y a lo largo de todo su ciclo de vida (27), determinando que cualquier
escarabajo que porte Salmonella en su intestino sirve como reservorio bacteriano. Al
parecer no se ha concretado el hecho de que Alphitobius adulto sea vector de
Salmonella, en lo que si coinciden los autores es que esta bacteria hace parte de un

ciclo en las instalaciones avicolas, dentro del ambiente, en la cama que contiene un
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sustrato donde permanecen heces de las aves, en los ciegos de los pollos destinados
para produccion y los artropodos en su forma larvaria o adulta. EIl momento de la toma
de la muestra parece indicar la abundancia de la bacteria, la ventaja competitiva en el
intestino de la larva para ser dominantes (185), Se conoce que las larvas de A.
diaperinus excretan Salmonella durante 6 a 12 dias luego de su exposicion a ser
contaminadas (solo 2 horas) con esta bacteria, resulté que solo hasta el 10% de las
larvas arrojaron Salmonella entre el dia 9 y 12, esto indic6 que las variables que
facilitaban esta contaminacion fueron el sustrato, la densidad larvaria o la etapa larvaria
en la que ocurre el evento de contaminacion, y de que las larvas mas jovenes pueden
provocar una menor resistencia a la colonizacion por microorganismos extrafios (324).
De acuerdo con lo mencionado, las enfermedades transmitidas por vectores, como son
los insectos, tienen un impacto potencial en salud publica y animal, la economia y el
medio ambiente. De forma que la diversidad del microbioma descrita en adultos de A.
diaperinus, en abundancia de bacterias potencialmente patégenas, representa un riesgo
en la diseminacién de genes con AMR (325). Es importante destacar en este estudio
a Klebsiella sp., una enterobacteria, que ocupd el segundo lugar en mayor
abundancia, y se ha descrito que tiene una alta capacidad de diseminacion clonal
albergando diferentes plasmidos con varios genes AMR, lo cual pone en alerta para
mejorar el control de vigilancia de enfermedades transmitidaspor vectores.

Aungue Salmonella enterica tuvo poca abundancia en este estudio y que se ha
reportado que su transmisién es mas efectiva en la forma larvaria de A. diaperinus, se
considera de importancia, ya que se le conoce como una bacteria causante de
zoonosis transmitida por alimentos en el mundo con un patron XRD, resistente a uno o

mas agentes de todas las categorias de antimicrobianos (326).
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6 Recomendaciones para futuros estudios

Este estudio abre la posibilidad de ver las instalaciones avicolas como un ecosistema
donde se puede analizar la diversidad de los microorganismos en relacién con la
bioprospeccion para darle utilidad a las larvas y adultos de A. diaperinus, como también
puede ofrecer una guia a los avicultores para mejorar las condiciones ambientales y

sanitarias, con la posibilidad de una mayor produccién y confort de las aves.

Aungue los Bacteroidetes tuvieron una menor representacion en este estudio, es

importante reconocer que pueden tener una aplicacién como probiéticos.

De igual forma, es necesario relacionar las fases de produccion de las aves de corral
con la ecologia de los artropodos, principalmente la de A. diaperinus en su forma larvaria
y de adulto. Ademas de determinar los diferentes tipos de artropodos que pueden ser
posibles vectores de enfermedad en las instalaciones avicolas, y los genes de

resistencia asociados a los antibiéticos que se manejan en la produccion avicola.

También es importante establecer la diferencia entre la microbiota externa y la interna
de A. diaperinus adultos y sus fases larvarias, para precisar a A. diaperinus como vector
mecanico. Por ultimo, se recomienda la posibilidad de abrir un espacio para el estudio
de los bacteriéfagos y su aplicacion biotecnoldgica, ya que no hay registro de ello en A.

diaperinus en la literatura.

Se recomienda que al realizar un estudio de microbioma basado en 16S y secuenciacion
metagendmica de escopeta, se realice la inclusion de una comunidad simulada
(Comunidades comerciales) con un estudio de evaluacion multicéntrico para detectar

problemas que ocurren en algunos taxones y validar el agrupamiento.

Los resultados del presente estudio recomiendan algunas de las bacterias recuperadas
de Alphitobius diaperinus como una fuente potencial para aplicaciones de la industria

guimica, textil, alimentaria, farmaceéutica, utiles en medicina para modificar estructuras

98



de medicamentos de uso racional, incluso en el sector agricola en la biorremediacion de
suelos y mejora de cultivos; siendo las actinobacterias las de mayor predominio, entre
las que se destaca Nocardiopsis sp. representado un mayor recurso para la industria,
ya que este género se considera ecolégicamente versatil y biotecnolégicamente muy

importante.
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7 Conclusiones

El analisis del microbioma de adultos de A. diaperinus mediante secuenciacion
shotgun determiné la presencia del filo Proteobacteria con una abundancia del
64.95%, el filo Actinobacteria con 19.60%, el filo Firmicutes con 15.66% y el filo

Bacteroidetes con 0.20%.

Dentro del filo Proteobacteria, se encontré6 solamente representacion de bacterias
de la clase Gammaproteobacteria, y dentro de ésta, la especie Proteus mirabilis, que
presenté el mayor porcentaje de abundancia con 20.8%, seguido de Klebsiella
aerogenes con 15% y, en una menor proporcion, Escherichia coli con 6.6%,
Salmonella enterica con 0.3

%, contrario a lo que podria esperarse de estas dos ultimas.

El filo Actinobacteria, estuvo representado por Brevibacterium linens con 3.2%,
Glutacimibacter creatinoliticus con 2,2 %, Brevibacterium epidermidis con 1.8% y
Brachybacterium EE-P12 con 1.7%. En su mayoria, la aplicacion de estas bacterias

tieneproyeccion para su uso biotecnoldgico.

El filo Firmicutes, representado por bacterias potencialmente patégenas, tuvo una
gran abundancia en Staphylococcus xylosus con 4%, seguido de Staphylococcus

lentus 3.9%y Staphylococcus gallinarum con 3.2%.

Este trabajo permitié un acercamiento para conocer los ARG que pueden existir en

A. diaperinus como vector, y su implicacion en la avicultura y la salud publica.

La abundancia de enterobacterias como Salmonella, E. coli y Klebsiella,
pertenecientes al filo de Proteobacterias, y Enterococcus y Staphylococcus del filo

Firmicutes evidenciala posible presencia de ARG en A. diaperinus.

El porcentaje del filo Bacteroidetes fue muy bajo, se encontro representado tan solo
porlos géneros Myroides con 0.1% y Pedobacter con 0.1%.
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En comparacion con las bacterias, la abundancia y diversidad de hongos en adultos
de A. diaperinus fue menor, presentando entre ellos un porcentaje de abundancia del
79.5% para el filo Ascomycota y de 20.5% en el filo Mucoromycota. Estos hongos,
participan en el metabolismo para obtener carbono, nitrdgeno y otros metabolitos,
también les sirve para acondicionamiento de su hébitat, incluso los ayuda en la

desintoxicacion de compuestos nocivos.

De las bacterias identificadas, las actinobacterias representan un potencial
biotecnoldgico, en contraste con las proteobacterias que poseen mayor diversidad y

poco potencial de bioprospeccion.

Los compuestos bioactivos de los hongos, especialmente de Aspergillus persii, que
presentd6 mayor abundancia, pueden proporcionar un recurso importante en

bioprospeccion.

El hallazgo del virus Kuravirus, un bacteriéfago para E. coli es el primero reportado
en A. diaperinus, y se sugiere un estudio mas profundo para su aplicabilidad

biotecnologica.

Alphitobius diaperinus tiene la capacidad de ser un vector, por portar bacterias

patégenas con posibles genes de resistencia de importancia clinica.
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3. Anexos

Anexo 1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN del artrépodo A. diaperinus se realiz6 con el kit de extraccion
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (ZymoResearch, CA, USA), puesto que esta disefiado para
purificar el ADN de una amplia gama de muestras para el analisis de microbioma o
metagenoma.

La muestra fue vertida en los tubos ZR Bashingbead lysis, a esta se le agregé 750 pul de
solucién de lisis ZymoBiomics lysis solution. Los tubos fueron sometidos a vortex por 45 minutos
a maxima velocidad. Luego se centrifugd a 10.000 g/min. Al terminar se transfirié6 400 ul del
sobrenadante al tubo Zymo Spin IlI-F filter, para ser filtrado. Enseguida se llevé a centrifugar a
8000 g por minuto, descartando el excedente de la columna Zymo spin llI-Filter.

Al filtrado del tubo de recoleccién del paso anterior se afiadié 800 ul ZymoBiomics DNA Binding
buffer y 400 pl de etanol al 95% y se mezclé muy bien.

De la mezcla resultante se vertié 800 pl al tubo Zymo Spin Il C-Z y se centrifugé a 10000 g por
minuto, para luego descartar el filtrado. Se repiti6 este paso dejando el mismo tubo de
recoleccién. Esta columna se colocd en un tubo de recoleccién nuevo y se afiadié

400 pl de ZymoBiomics DNA Wash buffer 1, y se centrifugé a 10.000 g minuto descartando el
filtrado. Luego se agreg6 700 uyl de ZymoBiomics DNA Wash Buffer 2, y de nuevo se centrifugo
a 10000 g minuto descartando el filtrado, y se repitié esta operacion.

Se transfirio la columna Zymo Spin IIC-Z a un tubo Eppendorf de 1,5 ml estéril y se afiadié 600
ul de ZymoBiomics DNase- RNase free water, directamente sobre la matriz de la columna, de
inmediato se incub6 a temperatura ambiente 10 minutos y se centrifugé a 10.000 g por minuto.

Este tubo se reservé.
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Por otro lado, se coloc6 un tubo de Zymo Biomics - Spin Il HCR filter a un tubo de recoleccion
nuevo y se afiadié 600 pl de Zymo Biomics HCR solucion y se centrifug6 a 8000 g por minuto, y
retomando el tubo reservado, se transfirié su contenido a la columna Zymo Biomics spin IlI-HRC
que debe de estar en un tubo nuevo Eppendorf de 1,5 ml, este se dejo incubar por un minuto y
se centrifuga por 3 minutos a 16.000 g. Luego el producto centrifugado con el contenido del

ADN requerido se sometié a PCR.

Anexo 2. Reporte de Especies con genes de resistencia en bacterias encontradas
en A. diaperinus.

Géneros reportados en A. diaperinus, como vector de enfermedad en avicultura; en la primera
columna, especies identificadas en adultos A. diaperinus en este estudio, junto al porcentaje de
abundancia, en las columnas 3y 4, los genes de resistencia a los antibidticos que han llegado
a ser reportados en estas especies bacterianas.

Géneros Especies identificadas en Genes dé fesisencia fesorados
reportados en A, Referencia  |este estudio en adultos de | Abundancia . ”p Referencia
L . en especies identificadas
diaperinus A. diaperinus
A, vanB B
E.faecals gz | "B VB anC, G, B, | et 201
fexA, fexB y cfr
Enterococcus (Lyons 2021)
E. faecium 0.01% -
, vanC (Monticell et al., 2018)
E. gallinarum 0.20%
0,
(Agabou 2010) S. lentus 4.7% : mtic (A) eﬁr\m(C),B C (Ose Seyere  Mengeh,
Staphylococeus , S. galinarum 39 | EAK) L) van A vand, van 2020)
(Godwin 1996) y et(0)
S. Xylosus 0.30% tet(K), lin(A), erm(B), blaz (Vela et al, 2012)
(Leffer et al, 2010) erm(A) em(B) vanA, vanB,
Salmonella S. enterica 0.30% | tet(M), tet(O) tet(S), tet(K), (Melanovic et al 2016)
mecA, blaz
(Scovet al., 2004)
K. agrogenes 15.8% |bla kec, bla vy, bla ey, bla
(Chemaki 2002) L - Bispo Belro ¢ o, 2020
K. oxytoca 0.30% :
Klebsiella f ’ e (Rapp & Urben, 2012
(Galindo 2021) _ , bla e, ,
K. quapsipneumoniae 0.20% (Suzuki et al., 2019)
bla a1, bla ge-10
Escherichia | (McAllister et al,, 1996) E. col 6.60% bla. cryy, bla sy (Gundran et al., 2014)




Anexo 3. Especies bacterianas identificadas en artrépodos con ARG, en su

mayoria corresponde a resistencia tipo BLEE. La primera columna muestra la

abundancia de las bacterias que coincide con otras investigaciones.

organismo
Patégeno Transmisién Consecuencias en la salud Referencia
| I 3 . Anorexia y diarrea en aves jovenes,
Salmonella sp. | Larvas mas eficientes | gisminucién de la produccion,  ffer et al.,
aunque las avespueden ser 2010)
asintomaticas.
. (Strother et
Fuentes ambientales ' . 3 al., 2005)
lobacters Diarrea llegando a infeccion
y P sistémica (bazo, higado, sangre
corazon)
Bacteria Adultos menos (HakeemLu,
competentes 2021)
lococcussp. Osteomelitis, abscesos
Enteritis, lesiones fibropurulentasde
Adulto y larva sacos aéreos, pericarditis, (McAllister et
E. coli transmision directa perihepatitis, existe transmision |al., 1996)
vertical
Streptococcus Miocarditis, tendosinovitis
Aspergillus,
Penicillium Enfermedad respiratoria
Directa (contaminacién
Hongo = usarium, ambiental) (Casas et
Candida Diarrea y enteritis al., 1973)
Eimeria Coccidiosis intestinal
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Protozoo

Histomona
meliagridis

Larva

aticas y cecales enaves

(Huber
et al., 2007)
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Anexo 4. Alphitobius diaperinus como vector de enfermedades avicolas, notese la

capacidad de transmision de

microorganismo.

larva y adulto de A. diaperinus en cada

Patégeno Microorganismo Transmisién Consecuencias en la salud Referencia
A / reservorio
Reovirus Tendosinovitis en aves al ((1:3%? et
L / ineficaz "
Virus Alpharetrovirus A/ reservorio Leucosis aviar (Ostoepetrosis) | (Divev 2013)

Birnavirus aviar

A [ reservorio

L / se replica

Dilatacién del ventriculo y déficit
neurolégico en aves

(McAllister et
al., 1996)

Anexo 5. Especies de bacterias en A. diaperinus que producen enzimas con

aplicacion biotecnoldgica a nivel industrial, alimenticio y farmacéutico.

Corynebacterium
variabile

Resolucion biocatalitica
de productos
farmacéuticos

Beta oxidacion de lipidos

Nocardiopsis

Estabilidad en
procesamiento de
alimentos con

pasteurizacion
(Bannur et al., 2015)

Lipasa

Alfa
amilasa
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Corynebacterium
ammoniagenes

Elaboracion de acido L-malico

(Industria alimentaria y

cosmética).
(Yonghong et al., 2010)

Degrada esteres de
ftalato (vehiculos de
herbicidas, productos de

flexibilidad a plastico)
(Yonghong et al., 2010)

Fumarasa

Cutinasa




Streptomyces cacaoi

0,01%

Antitumoral —lonéforos poliéter,

anticancerigeno, moléculas con alta
actividad biologica (Khan et al., 2019)
Antibacteriano Péptido pentanomicyn C
(Kaweewan et al.,2019)

+ PGP Auxinas y giberelinas

Brevibacterium casei
9,81%
Solubiliza fosfatos y fitotoxicidad de
metales pesados
Produce Acido Indol 3 acético

(Plociniczac et al., 2016).

Produccion de biosurfactante
Degradacion de ocratoxina A

(Rodriguez et al., 2011)

Microbacterium garici
0,1%

Antifungico, antitumoral glucoglicerolipido
(Wicke etal., 2010)

Enteractinococcus
helveticum
0,01%
Biroremediacion de suelos
Degrada compuestos aromaticos

Amonificacién de nitratos
(Crovadore et al., 2016)

Bioprospeccién de Actinobacterias en A. diaperinus adultos

Corynebacterium
variabile

Resolucion biocatalitica
de productos
farmacéuticos

Beta oxidacion de lipidos

Nocardiopsis

Estabilidad en
procesamiento de
alimentos con

pasteurizacion
(Bannur et al., 2015)

Lipasa

Alfa
amilasa

Corynebacterium
ammoniagenes
Fumarasa
Elaboracion de &cido L-malico
(Industria alimentaria y

cosmeética).
(Yonghong et al., 2010)

Degrada esteres de
ftalato (vehiculos de
herbicidas, productos de

flexibilidad a plastico)
(Yonghong et al., 2010)

Cutinasa
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Nocardiopsis sp.

Antifungico PGP
(C. albicans) Fitohormona
Antibacteriano (auxinas) IAA
(Griseusinas)
Antitumoral
(Anguciclinonas) Control de
Inmunomodulador Fitopatdgenos
(Ibrahim et al., 2018) ,
(Romer et al., 2007) Colletotrichum
Pythium myriotylum

Inhibe produccién de (Bakshi et al., 2020)

biofilm (Bakshi et
al., 2020)

a-amilasa Biosurfactante- estable

Quitinasa Biodegradacion de
Queratinasa hidrocarburos

Proteasa (Khopade et al., 2012)

(Bennur et al., 2015)

Bioprospeccion de Firmicutes en A. diaperinus adultos

Atopostipes suiclacales

Antiaglomerante (hidrdlisis
de gluten).
Blanqueamiento del papel
Degradacion de lignina.

Xilanasa
(Nigam et al., 2013)

Produccion de etanol
(degradacion de celulosa-
Beta glucosa y etanol) mediante
glucosidasa Hidrélisis de oligosacaridos
(Herrera 2018) de celulosa.

Liberacidn de aromas

Virgibacillus LJ137

Estabilidad ante iones metalicos,

Proteasa  pH (10)
e h°®  Disolventes organicos,
inhibidores y detergentes.

Vagococcus carniphilus

Fosfatasa

ek 85 Biodisponibilidad de fosforo
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Bioprospeccion de Bacteroidetes en A. diaperinus adultos

Pedobacter himalayensys

Enzimas glucosa oxidasa y

catalasa
(Moral et al., 2015)

Enzimas degradadoras
de Carbohidratos

(CAZYmes)
(Lapabie etal., 2019)

Betagalactosidasa

Lipasa
(Thomas et al., 2011)

(Shivaje et al., 2005)

+ Prevencion de acidez
de mantecas

+ Estabilizacion de
bebidas citricas

Degradadores
primarios de
polisacéridos

Hidroliza la lactosa, para
productos deslactosados,

Acelera el proceso de
maduracion de quesos

*Vinos (remocién de

prevencion de la

oxigeno) Y. ol
cristalizacion de la lactosa
Aplicacion biotecnologica de los hongos
Mucoromycota
Especie | Enzimas fungicas Referencia
Produccion de lovastatina. lewkittayakorn
Alcaloides secundarios con la capacidad de inhibir selectivamente el | etal., 2020)
Aspergillus | crecimiento de Candida albicans. (Zheng etal.,
sclerotiorum | Acido penicilico con actividad in vitro contra especies patégenas 2010)
vegetales del género Phytophthora spp. (Kang & Kim,
2004).
Degradacion de gluten (F.Jinetal,
Enzimas hidroliticas para fermentacion. 2021)
Aspergillus | Micelios con alto poder de degradar formaldehido. (X.Chenetal,
oryzae L-malato como conservante alimentario y compuesto aromatizante. 2019).
Accion biodegradable de plastico a través de la cutinasa. (Indumathi
Biocontrol de Dermanynsus gallinae. etal., 2016)
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Especie | Enzimas fungicas Referencia
Produccion de lovastatina. lewkittayakorn
Alcaloides secundarios con la capacidad de inhibir selectivamente el etal., 2020)
Aspergillus | crecimiento de Candida albicans. (Zheng et al.,
sclerotiorum | Acido penicilico con actividad in vitro contra especies patégenas 2010)
vegetales del género Phytophthora spp. (Kang & Kim,
2004).
Degradacion de gluten (F.Jinetal.,
Enzimas hidroliticas para fermentacion. 2021)
Aspergillus | Micelios con alto poder de degradar formaldehido. (X.Chenetal.,
oryzae L-malato como conservante alimentario y compuesto aromatizante. 2019).
Accidn biodegradable de plastico a través de la cutinasa. (Indumathi
Biocontrol de Dermanynsus gallinae. etal., 2016)
Ascomycota
Especie Enzimas fangicas/aplicacion | Referencia
biotecnolégica
a- amilasa y glucoamilasa con la (Hossain et al.,
.y . | capacidad de producir bioetanol a partir | 2018)
Hypopichia burtoni | ;" - <
Asocio a insectos desintoxicacion (Y.C.Renetal,
2015)
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