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Resumen

Este trabajo surgi6 con la intencion de contestar a la pregunta de si habia y
si se podian detectar agentes etiologicos en el agua y sedimento, en el
ambiente costero, especificamente en el noroeste de la peninsula de
Yucatan, por medio de secuenciacion masiva ([lumina). Para ello, se
realizaron muestreos en diferentes temporadas del afno, con un total de 19
puntos en torno al poblado del Puerto de Sisal, en la costa marina, ciénaga
y mar adentro, colectando muestras a lo largo de la columna de agua y del
sedimento subyacente a esta.

Tras la extraccion del ADN por el método de lisis in situ y absorcion en silice,
se enviaron las muestras a secuenciar, obteniendo 7 407 007 lecturas
correspondientes a 18 muestras de agua y 15 de sedimento. Posterior al
tratamiento informatico, se trabajo con 796 632 lecturas de las muestras de
sedimento asignadas a 3230 OTUs, y con 1 112 644 para agua, relacionadas
a 2694 OTUs.

Se detectaron 65 agentes etiologicos de interés, algunos pertenecientes a 23
géneros reportados en la literatura con este caracter. Algunos de los agentes
se hallaron en los dos medios colindantes, otros solo en uno, predominando
Burkholderia pseudomallei, Clostridium botulinum, Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Peptoclostridium difficile,
Vibrio parahaemolyticus, Bacillus anthracis, Coxiella burnetii y Enterococcus
faecalis. Por microbiologia tradicional, se estableci6 que los puntos
muestreados cumplen con la norma estimada para coliformes totales y
fecales, menos el ojo de agua de anidamiento de aves.

Por medio de un cluster de disimilitud, se logro establecer que la microbiota
detectada guarda similitud entre los medios que son detectados (agua o
sedimento) y los ambientes colectados (costa marina o ciénaga); también se
establecio similitud entre el agua y el sedimento subyacente.

Por ultimo, se busco en que otro tipo de investigaciones se han reportado
los agentes de interés detectados, y se encontré que tienen potencial uso en
biorremediacion de hidrocarburos, pesticidas y metales pesados, asi como
aplicaciones industriales.

Palabras clave: NGS, microbiota, agentes etiolégicos, ambientes costeros,
agua y sedimento.



1 Introduccion

Es del interés del sector salud internacional seguir, evaluar y analizar la
situacion de salud de la poblacion, queriendo ir asi, hacia una cultura mas
preventiva y oportuna (OPS, 2002). Pensar en un escenario en el que se
minimicen los tiempos de deteccion de las enfermedades, se controlen los
agentes que las ocasionan, y si procede, se elimine el foco de contaminacion,
es un impacto no solo positivo para la poblacion y su bienestar, sino que es
un alivio econémico tanto para la sociedad por el gasto de bolsillo, como
para el sistema de salud (Epstein & Rapport, 1996; Friman et al, 2011;
OECD, 2016; Penaloza et al., 2014; Rowensztein et al., 2007; Secretaria de
Salud, 2007).

En los ultimos anos, los avances en la ecologia microbiana se han reflejado
en la aplicacion de técnicas moleculares para la deteccion de
microorganismos en muestras ambientales. Estas técnicas son mas rapidas,
ya que no necesitan cultivos de los microorganismos, y detectan poblaciones

microbianas concretas por medio de marcadores moleculares (Atlas &
Bartha, 2002; Deshmukh et al., 2016).

Con este panorama en la actualidad y con el animo de trabajar en los
ambientes de la zona costera de la parte noroeste de la peninsula de
Yucatan, se plante6 detectar agentes etiologicos identificados y que son de
interés tanto para el Estado de Yucatan como para el Laboratorio de
Estudios Ecogenomicos de la UNAM, por medio de secuenciacion masiva del
gen ARNr 16S. Algunos de los agentes de interés a identificar con esta
técnica molecular son: Acinetobacter baumannii, Bacillus anthracis,
Bordetella pertusis y parapertusis, Borrelia burgdorferi, Burkholderia
cepacia, Campylobacter coli, Chlamydia psittaci, Clostridium botulinum,
Corynebacterium diphteriae, Deinococcus radiodurans, Ehrlichia spp.,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli O157:H7, Flavobacterium
meningosepticum, Legionella  pneumophila, Leptospira interrogans,
Mycobacterium  tuberculosis, Neisseria  meningitidis, = Pseudomonas
aeruginosa, Rickettsia spp., Salmonella enterica serovar Typhi y Paratyphi,
Serratia marcescens, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Vibrio vulnificus, Vibrio Cholerae, Vibrio cincinnatiensis, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica’y Yersinia pseudotuberculosis.
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2 Preguntas de investigacion

¢Hay agentes etiologicos presentes y son detectables con secuenciacion
masiva del gen ARNr 16S, en el agua y sedimento de la costa marina y
ciénaga de Sisal?

¢Queé diferencias hay entre el agua y sedimento de la costa marina, y el agua
y sedimento de la ciénaga de Sisal, en relacion a la composicion taxonomica

de agentes etiolégicos detectados?

¢Hay predominancia de un determinado grupo de agentes etiologicos entre
las muestras del noroeste de la zona costera de la peninsula de Yucatan?

3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Utilizando tecnologias de ADN, identificar agentes etiologicos en el ambiente
costero del noroeste de la peninsula de Yucatan.

3.2 Objetivos especificos

Detectar en agua y sedimento de la costa marina y ciénaga del noroeste de
la peninsula de Yucatan, la presencia de agentes etiologicos, empleando
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S.

Comparar la microbiota ambiental detectada de los agentes etiologicos en el
sedimento y agua, tanto de la costa marina como de la ciénaga de Sisal.

Georreferenciar la presencia de la microbiota ambiental patogena

caracterizada, en cada uno de los ambientes estudiados en el noroeste de la
peninsula de Yucatan en un mapa.
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4 Antecedentes

Lugar de estudio

La peninsula de Yucatan, se encuentra en México, entre las coordenadas
geograficas 19° 40" y 21° 37" Ny 87° 30" y 90° 26 O; rodeada por el golfo
de México y el mar Caribe, y ocupa un area de 39340 kmZ. El clima en la
peninsula consta de tres temporadas caracteristicas, secas desde marzo
hasta junio, lluvias desde julio hasta octubre, y “nortes”, periodo que
comprende desde noviembre a febrero, con fuertes vientos que llegan del
norte y un poco de tormentas. La temperatura promedio anual del aire es
de 26.1 °C, con un minimo de 5 °C y un maximo de 42.5 °C. La precipitacion
anual varia de 760 mm ano! a 1198 mm ano! en la parte norte, y de 1138
mm ano! a 1440 mm ano! en la parte sur (Aranda et al., 2006; Schmitter
et al., 2002).

Debido al suelo carstico, los aportes de agua dulce llegan a la costa como
manantiales subterraneos y no como rios superficiales. La circulacion de
agua en la peninsula se da entre el anillo de los cenotes, con direccion a la
costa, y con flujos predominantes hacia los extremos, Bocas de Dzilam y
Celestun (Herrera et al., 2010).

Sisal es un puerto mexicano, ubicado en el litoral noroeste de la peninsula
y del estado de Yucatan, en el golfo de México. Localizado en el municipio
de Hunucma, a 63 km de Mérida, ciudad principal del estado, y a 40 km por
mar del puerto de Progreso, principal puerto de altura de la region. Los
limites geograficos del puerto de Sisal - Yucatan son: latitud 21° 36' N, 19°
32' S, longitud 87° 32' E, 90° 25' O. En el puerto predomina el clima calido
subhumedo, con lluvias regulares en tiempo de secas. La temperatura
media anual es de 25.6 °C, siendo la maximas en el mes de mayo (36 °C) y
las minimas en el mes de enero. Las lluvias del Este caen en la época de
junio a octubre (DIGAOHM, s.f.).

En Sisal no existen rios en el sentido hidrolégico, sin embargo, existe un
sistema lagunar estuarino conocido como “La Ciénega”, que se localiza
geograficamente en la latitud 21°09°45" N y longitud 90°02°56" O. El puerto
de Sisal se construyo sobre la franja arenosa que divide el mar con la
ciénega. Las corrientes marinas predominantes llevan direccion hacia el

12



oeste, paralelas a la costa, con velocidad promedio de 0.5 nudos y maximas
de 2 nudos (DIGAOHM, s.f.).

La principal actividad econémica costera del puerto es la pesca, para la cual
no se reportan areas de restriccion. Hay empresas de acuacultura de peces
y camaron. El negocio del turismo y la caza dependen de la temporada. Los
demas negocios son comercio al por menor (DIGAOHM, s.f., INEGI, 2010).

Segun el ultimo censo (2010), el numero de habitantes del puerto es de 1837
(INEGI, 2010).

Figura 1 Noroeste de la peninsula de Yucatdn (Google Earth, 2016)
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Microorganismos con afectacion a la salud humana - patégenos

Para establecer los agentes que pueden ser un riesgo a la salud, es necesario
tener claridad del concepto salud “estado de completo bienestar fisico,
mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades”
(OMS, s.f.a). Viendo la amplitud de condiciones que de alli se despliegan, se
puede ver que la salud es afectada por diversos agentes externos, desde
ambientes laborales y condiciones sociales, hasta contaminantes
ambientales, agentes toxicos y patogenos. Una de las ramas de estudio que
propende por la prevencion, sostenimiento y mejoramiento de la salud de la
poblacion, es la salud publica, en la cual se hace un trabajo articulado desde
la parte gubernamental hasta la comunidad, para velar por entornos
ambientales y niveles de vida, lo mas optimos posibles y minimizar estos
agentes adversos (Figueroa, 2012; OPS, 2002).

Es necesario tener presente que el riesgo en general varia con cada una de
las personas (siendo unas mas susceptibles que otras), y que este puede ser
un factor que aumente la probabilidad o que produzca un resultado adverso.
Para hacer una evaluacion o analisis de este riesgo, es necesario definir,
caracterizar y cuantificar las amenazas para la salud y/o para el medio
ambiente. El tipo y grado de riesgo dependera basicamente de cuatro
factores: nivel de peligro (datos toxicologicos), exposicion al agente
(comportamiento y fisiologia), relacion dosis-respuesta (efecto de acuerdo a
dosis y magnitud de exposicion) y caracterizacion del riesgo (riesgo sanitario
- estimado de personas que pueden verse afectadas) (OMS, 2002a).

Al centrarse en el riesgo a la salud, y caracterizar los peligros y el perfil de
las enfermedades humanas asociadas a un determinado patégeno, se debe
tener en cuenta los parametros mencionados anteriormente de forma
extendida, teniendo que colectar informacion relativa acerca de:

e Proceso patologico: evaluacion de la capacidad del patogeno para
provocar una enfermedad; se realiza por analisis de la informacion
cientifica y/o evaluada disponible (estudios clinicos, caracterizacion del
patéogeno y mecanismos biologicos que intervienen). Segun la FAO, para
los patogenos transmitidos por el agua y los alimentos, se deben tener
en cuenta los aspectos biologicos del proceso patologico.
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Patogeno: caracteristicas del agente que afectan su capacidad para
causar enfermedad en el huésped. En el analisis se tendra en cuenta el
caracter biologico del patogeno (bacterias, virus, parasito, etc.), asi como
los mecanismos pertinentes que causan la enfermedad (infeccioso,
toxicoinfeccioso, toxigénico, invasivo o no, enfermedad mediada por el
sistema inmunitario, etc.).

Huésped: caracteristicas de la poblacion humana potencialmente
expuesta, que pueden influir en la susceptibilidad a un patogeno
determinado, teniendo en cuenta los rasgos intrinsecos y adquiridos del
huésped, que modifican la verosimilitud de la infeccion, o lo que es mas
importante, la probabilidad de la enfermedad y su gravedad.

Matriz: son factores principales, que pueden influir en la supervivencia
del patogeno a través del entorno hostil, efectos que pueden estar
inducidos por la proteccion del patégeno.

Dosis-respuesta: relacion entre la dosis ingerida, la infeccion y la
manifestacion y magnitud de los efectos en la salud de las personas
expuestas. (FAO, 2004)

De acuerdo a los parametros en mencion de patogenicidad, y a la afectacion
de este a la salud o a la enfermedad “alteracion o desviacién del estado

fisiolégico en una o varias partes del cuerpo, por causas en general conocidas,

manifestada por sintomas y signos caracteristicos, y cuya evolucion es mds o
menos previsible” (Herrero, 2016), los paises generan listados de interés
publico, en los cuales se establecen los microorganismos y patologias
prevalentes en su poblacion, con el fin de crear estrategias de vigilancia,
promocion y prevencion. En México, el Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) cuenta con el siguiente listado para tal fin:

. » 1 Estandar
Clasificacion - -
2 Via aérea
Enfermedad /
. . 3 Contacto
Microorganismo
4 Gotas
S Contacto plus
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Abscesos (sin vendaje o sin drenaje

3 Influenza estacional 3y4
cerrado)
Acmefobacter .baumam, 3 Klebsiella pneumoniae XDR 3
multidrogoresistente
Acinetobacter sp. XDR 3 Legionelosis 1
Adenovirus, conjuntivitis 3 Listeriosis 1
Adenovirus, gastroenteritis 1 Lyme, enfermedad de 1
Adenovirus, neumonia 3y4 Malaria 1
Amibiasis 1 MDR.’ Orgamsr%'los 3
multidrogorresistentes
Aspergiliosis 1 Meningitis, aséptica 1
Bordetella pertussis 4 Meningitis, . bacteriana no 1
sospecha meningococo
. . . Meningitis, bacteriana sospecha
Burkhoderia cepacia, neumonia 3 . 4
meningococo
Campylobacter 1 Meningococcemia 4
Candidiasis 1 Metapneumovirus humano, hMPV 3
Clostridium difficile S Micobacterias atipicas 1
CMV, inmunocomprometido 1 Monkeypox, viruela de los monos 2y3
Coccidiomicosis 1 Mono'nucle'o‘sis infecciosa, Epstein ]
Barr infecciéon aguda
Colera 1 Mycoplasma pneumoniae 4
Conjuntivitis, Chlamydia 1 Norovirus (ver gastroenteritis) 1
Conjun‘E1V.1t13, aguda viral (aguda 3 Paludismos 1
hemorragica)
Conjuntivitis, bacteriana 1 Parainfluenza 3
Coxiella burnetti 1 Parotiditis (paperas) 4
Criptococosis 1 Parvovirus B19 4
Diarrea ) Pediculosis, capitis 3
D1:irrea, paciente incontinente uso de 5 Pediculosis, corporal 1
panal
Ebola 2y 5 Pediculosis, pubica 1
Enfermfedad piel, mano, boca, otros 1 Peste, Yersenia pestis 4
enterovirus
Enterococo resistente a vancomicina 3 Pneumocystis jiroveci ]
(ERV) (Pneumocystis carinii)
Enterovirus 1 Pseudomonas aeruginosa MDR o 3
XDR
Epstein Barr, virus 1 Rabia
ERV 3 Ricketssiosis 1
Escabiasis, Sarcoptes scabiei (sarna) 3 Rinovirus 4
Eschericia coli BLEE 3 Rotavirus 5
Estafilococo coagulasa negativo 1 RSV 3
Estrongiloidosis 1 Rubedla 2
Fiebre Q, Coxiella burnetti 1 Sarna 3
Fiebres hemorragicas (Lassa, 3ya Sarampién 9

Marburg)
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Gastroenteritis infecciosa Syl SARS 2y3
Gastroenteritis, adenovirus 1 Sifilis, latente 1
Gastroenteritis, Cryptosporidium 1 Sifilis, primaria o secundaria 1
; Sind d h toxico,
Gastroenteritis, Ecoli 0157:H7 5 m 1'*0me ¢ choque oxico 3
estafilococo
Sind d h toxi
Giardia intestinalis 1 mncrome ¢ choque oxico, 3y4
estreptococo
Sindrome respiratorio agudo y
G 1 2y3
onorrea grave, SARS Y
Haemophhilus influenzae tipo b, 4 Staphylococcus aureus, resistente 3
sospecha o diagnostico (MRSA)
- Staphylococcus aureus, sensible
Hepatitis A 1 1
P (MSSA)
Hepatitis B 1 Staphylococ?u§ aureus, Sindrome 3
de choque toxico
Hepatitis C 1 Stapﬁylococcus aureus, Sindrome 3
de piel escaldada
Hepatitis E 1 Streptococcus, grupo A 4
Heridas infectadas, no contenidas 3 Streptococcus, Sindrome de 3va4
por curacion choque téxico Y
Herpes simple, meningoencefalitis 1 Tosferina 4
H impl ta
.erpe's stmpre, mucocutaneo 3 Tosferina, pertussis 4
diseminado
Herpes simple, recurrente (oral o 1 Tuberculosis, extrapulmonar con 9v3
genital) lesioén drenado y
Tub losi t 1 i
Herpes zoster, diseminado 2y3 u. ‘ercu osis, extrapuimonar sin 1
lesiéon drenado
H Ost localizad
. crpes zostet, ocatizado € 1 Tuberculosis, latente 1
inmunocompetente
Herpes zoster, localizado e . .
. . 2y3 Tuberculosis, pulmonar o laringea 2
inmunocomprometido
Histoplasmosis 1 VIH 1
. VIH, Infeccién por virus de la
Impétigo 3 . L 1
inmunodeficiencia humana
Infec'ci()n de vias urinarias, gérmenes 1 Viruela 2y3
sensibles
Influenza aviar 3y4 Virus respiratorio sincicial (VRS) 3
Influenza epidémica 3y4

Tabla 1 Listado de agentes etioldgicos y patologias reportados por INSP de México
(INNSZ, 2013)

Los microorganismos tienen diferentes vehiculos de transmision, como los
alimentos contaminados, utensilios, el aire, el agua, etc. Cada vehiculo de
transmision se puede relacionar con una via de ingesta o de adquisicion
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(contacto) con los patégenos, a continuacion, algunas de las enfermedades,
vias de transmision y microrganismos:

o o o
Dermica (sobre todo si
Gastrointestinal Respiratoria la piel esta escoriada),
mucosas, heridas, ojos
o g o
Bacterias [ Y
Campylobacter spp.
E. coli
Salmonella spp. Acanthamoeba spp.
Shigella spp.
Vibrio cholerae Aeromonas spp.
Yersinia spp. Legionella
pneumophila. Burkholderia
pseudomallei
Virus
. Mycobacterium (no
AdenoYlms tuberculosas) Mycobacterium (no
Astrovirus tuberculosas)
E.nterovn'us . Naegleria fowleri
Virus de la hepatitis A Leptospira spp.
Virus de la hepatitis E . . .
) Diversas infecciones
Norovirus viricas Pseudomonas
Rotavirus aeruginosa
Sapovirus Muchos otros agentes
en exposicion alta Schistosoma spp.
Protozoos y helmintos
Cryptosporidium
parvum
Dracunculus
medinensis

Entamoeba histolytica
Giardia intestinalis
Toxoplasma gondii

Figura 2 Vias de trasmision de algunos agentes etiolégicos (OMS, s.f.c)

18




Agentes etiologicos en el agua

En uno de los reportes de analisis microbiologicos de la OPS (Organizacion
Panamericana de la Salud), refieren que la flora microbiana patéogena en este
medio, depende de los contaminantes que alli lleguen, y no de su desarrollo
en si en este medio; dentro de dichos contaminantes estan los productos
inorganicos, organicos y biolégicos como hongos y bacterias. (Trevisan et al.,
2000). De esta ultima contaminacion (patogenos), refieren que “la gravedad
de los efectos sobre la salud humana ocasionados por agentes transmitidos
por el agua es variable, de gastroenteritis leve a diarrea grave, a veces mortal,
disenteria, hepatitis y fiebre tifoidea. El agua contaminada puede ser la
fuente de grandes epidemias de enfermedades, como el célera, la disenteria
y la criptosporidiosis; sin embargo, la mayoria de los agentes patégenos
transmitidos por el agua presentan otras vias de infeccién importantes, como
el contacto de persona a persona y la transmision por los alimentos” (OMS,
s.f.o).

Burkholderia

pseudomallei Baja Puede Baja Baja No
C lobacter jejuni

ampylobacter JeJumt, Alta Proliferar Baja Moderada Si
C. coli
ESCII’leI‘LChla coli Alta Moderada Baja Baja Si
patoégena
E. coli . Alta Moderada Baja Alta Si
enterohemorrdgica
Legionella spp. Alta Moderada Baja Moderada No
Micobacterias no Baja Prolifera Alta Baja No
tuberculosas
Pseud

seudomonas Moderada Prolifera Moderada Baja No
aerugmnosae
Salmonella typhi Alta Puede Baja Baja No
Otras salmonelas Alta Proliferar Baja Baja Si
Shigella spp. Alta Moderada Baja Moderada No
Vibrio cholerae Alta Puede Baja Baja No
Yersinia N Alta Proliferar corta Baja Baja S
enterocolitica —larga
Adenovirus Alta Larga Moderada Alta No
Enterovirus Alta Larga Moderada Alta No
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Norovirus y

. Alta Larga Moderada Alta Potencial

sapovirus
Rotavirus Alta Larga Moderada Alta No
Virus hepatitis A Alta Larga Moderada Alta No
Virus hepatitis E Alta Larga Moderada Alta Potencial
Acanthamoeba spp. Alta Larga Alta Alta No
Crypt idi

TUPLOSpOTIGIU Alta Larga Alta Alta Si
parvum
Cycl

yclospora. Alta Larga Alta Alta No
cayetanensis
Entamoeba

: . Alta Moderada Alta Alta No
histolytica
Giardia intestinalis Alta Moderada Alta Alta Si
Naegleria fowleri Alta Puede Alta Alta No
Toxoplasma gondii Alta proliferar Alta Alta Si

Larga
Dracunculus
. : Alta Moderada Moderada Alta No

medinensis
Schistosoma spp. Alta Corta Moderada Alta Si

Tabla 2 Agentes etiolégicos transmitidos por el agua (OMS, s.f.c)

Agentes etiologicos en sedimento

Haciendo la revision en la literatura sobre los patogenos reportados en
sedimentos, se hace evidente que estos pueden provenir de fuentes difusas
como escorrentias superficiales, y de fuentes puntuales, tales como drenajes
sanitarios y las heces de los animales circundantes; por lo que comparten
en alguna proporcion los componentes de la microbiota con el agua (Malham
et al, 2014).

La supervivencia de estos patogenos y microorganismos en general, varia o
esta determinada por los factores fisicoquimicos y biologicos del medio,
razon por la cual tienen proteccion al asociarse con particulas o films de la
superficie al ser adsorbidos por estas; de igual forma, la complejidad
estructural del suelo, favorece una mayor diversidad de las poblaciones de
microorganismos, ya que estos se distribuyen en los diferentes estratos de
acuerdo a sus requerimientos y capacidad de adaptacion. (Eguiarte et al.,
2007).
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Algunos de los patégenos reportados en el sedimento son:

Aeromonas caviae Prorocentrum cf foraminosum Trichuris trichiura
Aeromonas schubertii Pseudomonas aeruginosa Tsukamurella
Alcaligenes Salmonella paratyphi Vibrio Cholerae
Burkholderia pseudomallei Salmonella typhi Vibrio fluvialis
Campylobacter jejuni Scrippsiella trochoidea Vibrio furnissii
Clostridium botulinum Shigella sonnei Vibrio harveyi
Clostridium perfringens Shigella spp. Vibrio mimicus
Escherichia coli Staphylococcus aureus Vibrio splendidus

Prorocentrum cf concavum  Stenotrophomonas maltophilia  Vibrio vulnificus

Adenoviruses Echoviruses Norovirus
Coxsakieviruses Hepatitis A

Cryptosporidium parvum Giardia duodenalis

Tabla 3 Agentes etiolégicos transmitidos por el sedimento

(Abia et al., 2015; Berrueta, 2015; Brooke, 2012; Carroll et al., 2012; Chen et al.,
2014; Eslava et al.,, 2004; Faust, 1993; Garcia & Antillon, 1990; Gonzalez et al.,
2004; Joseph et al., 1988; Leyton & Riquelme, 2008; Lopez et al., 2009a; Malham
et al., 2014; Morozova et al.,, 2016; NMNH, 2007; OMS, 2002b; Soberéon, 2010;
Stalin & Srinivasan, 2016; Ulanova & Goo, 2014; Wijesinghe et al., 2015)

Agentes etiologicos en el aire

De acuerdo a estudios del aire en diferentes lugares de atmosfera cerrada y
abierta, y a través del tiempo, se encontré que las condiciones estacionales,
la cercania a determinados ambientes, la latitud, la proximidad a la costa e
incluso las horas del dia, afectan la cantidad y variedad de la microbiota en
el medio (Gutiérrez & Gomez, 2010). “La atmdésfera no tiene una microbiota
autdéctona, pero es un medio para la dispersion rapida y global de muchos
tipos de microorganismos. Ademads, hay una importante transferencia de ellos
y de sus metabolitos gaseosos entre la atmésfera, la hidrosfera y la litosfera”.
(Observatorio Medioambiental, 2002)
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Al referirse a las enfermedades causadas por agentes patogenos aéreos, se
hace una diferenciacion, de acuerdo a si esta fue adquirida por contacto o
por un agente secundario (las gotas que caen sobre objetos intermedios, se
secan dejando un nucleo seco, que puede tener patdogenos adheridos).
(UDEA, s.f.) Algunas de las enfermedades y los microrganismos reportados

para este medio son:

Actinomicosis

Actinomyces israelii

Amigdalitis, faringitis,
bronquitis, escarlatina

Streptococcus pyogenes

Carbunco pulmonar

Bacillus anthracis

Difteria Corynebacterium diphtheriae
Fiebre Q Coxiella burnetii
Legionelosis Legionella pneumophila
Meningitis Neisseria meningitidis

Meningitis, epiglotitis,
neumonia

Haemophilus influenzae

Neumonia clasica

Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae

Neumonia atipica,

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae

bronquitis

Chlamydophila psittaci
Nocardiosis Nocardia asteroides
Peste Yersinia pestis
Tosferina Bordetella pertussis
Tuberculosis Mycobacterium tuberculosis

Paramyxoviridae Pneumovirus
Bronquitis, neumonia  Adenoviridae Mastadenovirus

Bunyaviridae Hantavirus

Reoviridae Rotavirus
Gastroenteritis

Caliciviridae Virus Norwalk
Gripe Orthomyxoviridae Influenzavirus
Parotiditis Paramyxoviridae Rubulavirus
Poliomielitis Picornaviridae Enterovirus
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Rabia Rhabdoviridae Lyssavirus
Picornaviridae Rhinovirus
Resfriado comun — -
Adenoviridae Mastadenovirus
Rubeola Togaviridae Rubivirus
Sarampion Paramyxoviridae Morbillivirus
Varicela Herpesviridae V aricellovirus
Viruela Poxviridae Orthopoxvirus
Alternaria Botrytis
. . Aspergillus Puccinia
Hipersensibilidad —
Penicillium Serpula
Cladosporium Mucor

Cryptococcus neoformans  Coccidioides immitis

Micosis sistémicas Blastomyces dermatitidis  Aspergillus fumigatus

Histoplasma capsulatum

) o Aspergillus Fusarium
Micotoxicosis
Stachybotrys
Neumonias Pneumocystis carinii

Tabla 4 Agentes etiolégicos transmitidos por el aire (Observatorio Medioambiental,
2002)

Agentes etiologicos de interés

El Laboratorio de Estudios Ecogenémicos de la UNAM, tiene interés en la
deteccion oportuna de agentes causantes de enfermedades diarreicas y
respiratorias, infecciones nosocomiales e intoxicaciones (ingesta de
productos de mar contaminados). Investigacion que se ha desarrollado en el
marco del proyecto CONACyT PN 212745 que a su vez forma parte del
LANRESC (Laboratorio Nacional de Resiliencia Costera del Instituto de
Ingenieria de la UNAM).

Los estudios, se desarrollan en torno a un grupo de microorganismos
especificos, compuesto por (tabla 5): 118 bacterias, dentro de ellas hay 14
Actinobacterias, 1 Bacteroidete, 3 Chlamydiaes, 4 Cyanobacterias, 1
Deinococcus-Thermus, 12 Firmicutes, 72 Proteobacterias, 10 Spirochaetes
y 1 Miscellaneous enterics. 17 del reino Animalia: 1 Arthropoda, 8
Nematodas y 8 Platyhelminthes. 29 del reino Fungi: 23 de Ascomycotas y 6
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de Microsporidias; 55 de los Protista: 22 Alveolatas, 4 Amoebozoas, 4
Apicomplexas, 2 Bacillariophytas, 1 Ciliophora, 11 Dinoflagellatas, 1
Euglenozoa, 2 Metamonadas, 1 Percolozoa y 7 Stramenopiles. 40 virus: 6
del grupo I (Virus ADN bicatenario), 1 del grupo II (Virus ADN
monocatenario), 2 del grupo III (Virus ARN bicatenario), 16 del IV (Virus ARN
monocatenario positivo), 13 del V (Virus ARN monocatenario negativo), 1 del
VI (Virus ARN monocatenario retrotranscrito) y 1 del VII (Virus ADN
bicatenario retrotranscrito). De igual forma, algunos microorganismos con
genes de resistencia a antibioticos.

Agentes etiologicos de interés Corynebacterium diphteriae

Crocebacterium ilecola

Arthropoda Kocuria rosea
Sarcoptes scabiei Mycobacterium avium

Nematoda Mycobacterium chelonae
Ancylostoma sp. Mycobacterium kansasii
Anisaki Mycobacterium tuberculosis
Ascaris lumbricoides Mycobacterium xenopi
Dracunculus medinensis Nocardia asteroides
Enterobius vermicularis Tsukamurella
Eustrongylides sp. Bacteroidetes

Flavobacterium meningosepticum
(Elizabethkingia meningoseptica)

Onchocerca volvulus

Trichuris trichiura

Chlamydiae

Platyhelminthes

Chlamydia pneumoniae

Diphyllobothrium spp.

Chlamydia psittaci

Fasciola gigantica

. L Chlamydia trachomatis
Fasciola hepadtica

Cyanobacteria
Nanophyetus

. Anabaena sp.
Schistosoma spp.

. . Aphanizomenon sp.
Taenia saginata

. : Microcystis sp.
Taenia solium

: Trichodesmium erythraeum
Taenia sp.

Deinococcus-Thermus

Deinococcus radiodurans

Actinobacteria

Firmicutes

Agromyces rhizospherae

Bacillus anthracis

Arthrobacter oxydans

Bacillus cereus
Arthrobacter tumbae

: Clostridium botulinum
Corynebacterium afermentans

Clostridium difficile
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Clostridium perfringens

Francisella tularensis

Clostridium tetani

Grimontia hollisae

Enterococcus faecalis

Haemophilus influenzae

Listeria monocytogenes

Haemophilus parainfluenzae

Peptococcus sp.

Helicobacter pylori

Staphylococcus haemolyticus

K. pneumoniae/K. variicola

Staphylococcus aureus

Klebsiella oxytoca

Streptococcus pneumoniae

Klebsiella planticola (Raoultella planticola)

Proteobacteria

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Leclercia adecarboxylata

Acinetobacter calcoaceticus

Legionella pneumophila

Aeromonas caviae

Moraxella catarrhalis

Aeromonas dhakensis

Moraxella lacunata

Aeromonas hydrophila

Neisseria meningitidis

Aeromonas jandaei

Ochrobactrum anthropi

Aeromonas schubertii

Pantoea agglomerans

Aeromonas veronii subsp. Sobria

Pasteurella haemolytica

Alcaligenes

Pasteurella sp.

Bordetella parapertusis

Photobacterium damselae

Bordetella pertussis

Plesiomonas shigelloides

Brucella abortus

Proteus mirabilis

Burkholderia cepacia

Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia mallei

Rahnella aquatilis

Burkholderia pseudomallei

Rhodobacter sphaeroides

Campylobacter coli

Rickettsia spp.

Campylobacter fetus

Salmonella enterica serovar Paratyphi

Campylobacter jejuni

Salmonella enterica serovar Typhi

Campylobacter laridis

Serratia marcescens

Cardiobacterium

Shigella

Cedecea lapagei

Shigella spp.

Coxiella burnetii

Stenotrophomonas maltophilia

Ehrlichia canis

Vibrio vulnificus

Ehrlichia spp.

Vibrio alginolyticus

Enterobacter cloacae

Vibrio Cholerae

Escherichia coli O157:H7

Vibrio cincinnatiensis

Escherichia coli (ECEH, ECET, ECEP,

ECEI, ECEA, ECAD)

Vibrio fluvialis

Escherichia coli aac(6'Ib)

Vibrio furnissii

Ewingella americana

Vibrio harveyi
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Vibrio parahaemolyticus

Phoma exigua

Vibrio splendidus Pneumocystis jiroveci
Yersinia enterocolitica Microsporidia
Yersinia pseudotuberculosis Encephalitozoon

Spirochaetes Enterocytozoon bieneusi
Borrelia burgdorferi Nosema
Borrelia mazzottii Pleistophora
Borrelia recurrentis Trachipleistophora
Leptospira alexanderi Vittaforma
Leptospira borgpetersenii
Leptospira interrogans Alveolata

Leptospira kirschneri

Akashiwo sanguinea

Leptospira noguchii

Amphidinium carterae

Leptospira santarosai

Amphidinium spp.

Leptospira weilii

Coolia monotis

Dinophysis acuminata

Ascomycota

Dinophysis caudata

Alternaria sp.

Dinophysis spp.

Aspergillus flavus

Durinskia capensis

Aspergillus niger

Plagiodinium belizeanum

Aspergillus sp.

Prorocentrum cf concavum

Aureobasidium pullulans

Prorocentrum cf foraminosum

Blastomyces dermatitidis

Prorocentrum cf sipadanensis

Candida glabrata

Prorocentrum hoffmanianum

Candida kefyr

Prorocentrum lima

Candida krusei

Prorocentrum mexicanum

Candida robusta
(Saccharomyces cerevisiae)

Prorocentrum minimum

Coccidioides immitis

Prorocentrum rhathymum

Coccidioides posadasii

Prorocentrum sculptile

Colletotrichum sp.

Prorocentrum spp.

Fusarium graminearum

Pyrodinium bahamense var. compressum

Fusarium oxysporum

Scrippsiella trochoidea

Histoplasma capsulatum

Sinophysis microcephala

Lacazia loboi

Amoebozoa

Paracoccidioides brasiliensis

Acanthamoeba castellanii

Penicillium digitatum

Acanthamoeba culbertsoni

Penicillium italicum

Acanthamoeba polyphaga

Penicillium variabile

Entamoeba histolytica

Apicomplexa



Cryptosporidium parvum Herpes virus

Cyclospora cayetanensis Papilomavirus
Cystoisospora belli Polyomavirus
Toxoplasma gondii Varicela zoster
Bacillariophyta Viruela (Orthopoxvirus)
Nitzschia longissima II (Virus ADN monocatenario)
Nitzschia reversa Parvovirus (Erythroparvovirus)
Ciliophora IIT (Virus ARN bicatenario)
Balantidium coli Orthoreovirus
Dinoflagellata Rotavirus (grupos A-C)
Alexandrium catenella IV (Virus ARN monocatenario positivo)
Alexandrium minutum Alphavirus (arboviruses group A)
Alexandrium spp. Chikungunya virus
Bysmatrum caponii Coxsackievirus
Gambierdiscus caribaeus flavivirus
Gambierdiscus toxicus Human astrovirus-1 (Astrovirus)
Gonyaulax polygramma Human echovirus 30
Gymnodinium catenatum Human Rhinovirus (A y B)
Heterocapsa circularisquama Human SARS coronavirus
Karenia brevis Norovirus
Ostreopsis heptagona Poliovirus
Euglenozoa Rubeola (Rubivirus)
Trypanosoma cruzi Sapovirus
Metamonada Togavirus (arvovirus)
Giardia intestinalis Virus de la hepatitis A
Giardia lamblia Virus de la hepatitis C
Percolozoa Virus de la hepatitis E
Naegleria fowleri V (Virus ARN monocatenario negativo)
Stramenopiles Filovirus
Chaetoceros spp. Filovirus Ebola
Cylindrotheca closterium Filovirus Marburg
Heterosigma akashiwo Hantavirus
Pseudonitzschia calliantha Human Parainfluenza virus (t. 1, 2, 3, 4)
Pseudonitzschia cuspidata Human Parainfluenza virus type 3
Pseudonitzschia pungens Human Parainfluenzavirus type 2
Pseudonizschia delicatissima Human Parainfluenzavirus type 4

Junin virus (Arenavirus - Junin)

I (Virus ADN bicatenario) Rabia (Lyssavirus)

Adenovirus Rubulavirus
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Sarampién (Morbillivirus) QepA

Virus de la influenza QnrA

VI (Virus ARN monocatenario retrotranscrito) QnrB
Lentivirus QnrS

VII (Virus ADN bicatenario retrotranscrito) TLA-1F/TLA-1R
Virus de la hepatitis B VIM

Miscellaneous enterics
CTX-MF/CTX-MR

GES

IMP Tabla 5 Listado de agentes etioldgicos de
KPC interés

NDM

Técnicas para detectar microorganismos — agentes etiologicos

Tradicionalmente las técnicas para la identificacion de agentes etiologicos
son: la observacion microscopica, ya sea observacion directa sin tincion o
con tincion (en el tejido infectado o sobre el patégeno), cultivos (hemocultivo,
urocultivo, coprocultivo, etc.), técnicas inmunolégicas (sueros preparados,
deteccion de antigenos: ELISA, IFD, IFI, etc.), y sensibilidad in vitro a
antibioticos; estas técnicas a pesar de ser pruebas sencillas, presentan la
desventajas de un tiempo de respuesta superior a otros métodos como los
moleculares (Rodriguez et al., 2009).

En la actualidad la biologia molecular ha tenido gran auge, debido a que las
pruebas basadas en ella, presentan alta especificidad, sensibilidad, rapidez
y la posibilidad de automatizacion. Dentro de estas se incluyen técnicas
basadas en la hibridacion del ADN (RFLPs, Squach Blot y la ARN de cadena
doble), técnicas basadas en PCR (PCR, RT-PCR, PCR anidada, RAPDs,
Inmuno-PCR, inmunomagnetic-PCR y PCR multiple), técnicas especificas
para la identificacion de microorganismos altamente emparentados (Rep-
PCR, PCR-RFLP, AFLPs, DGGE, TGGE) y técnicas de ultima generacion
como PCR en tiempo real, microarreglos y secuenciacion (Montiel &
Guzman, 1997; Rodriguez et al., 2009).
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Secuenciacion masiva

La secuenciacion es una técnica que permite conocer el orden de los
nucleotidos en cadenas cortas de ADN (oligonucleotidos); esta técnica fue
desarrollada en la década de los setenta, casi 15 anos después del
descubrimiento de la estructura de doble hélice del ADN. Existen dos
meétodos de secuenciacion, la secuenciacion quimica y la secuenciacion
enzimatica, siendo esta ultima el método mas usado hasta la fecha. Con el
desarrollo de la tecnologia, las técnicas de secuenciacion evolucionaron, y
en la actualidad existen métodos de secuenciacion de tipo masivo
denominados “métodos de secuenciacion masiva de nueva tecnologia” que
permiten la obtencion de grandes volumen de informacién en menor tiempo
y a menor costo; el fundamento de algunos de estos métodos, es el mismo
al de la secuenciacion enzimatica (Orellana, 2002; Petrosino et al., 2009).

La capacidad de analisis de los métodos de secuenciacion masiva, radica en
la posibilidad de secuenciar como su nombre lo indica masivamente en
forma paralela, superando el nimero de secuencias maximo que se obtienen
en una corrida con los métodos clasicos. La pirosecuenciacion fue el primero
de estos métodos de secuenciacion de nueva generacion en salir al mercado,
lo sigui6 el de Solexa que fue adquirida por Illumina, y desde 2005 a la fecha
se han desarrollado otras tecnologias como SOLiD, Helicos, SMRT, Ion
Torrent y Oxford Nanopore (Shokralla et al., 2012).

Secuenciacion masiva — plataforma Ilumina

En el método de [llumina, se usan nucleotidos terminadores marcados con
moléculas fluorescentes, al igual que el método de Sanger (secuenciacion
enzimatica), pero la diferencia entre los métodos aparte del nuimero de
secuencias que se pueden obtener en cada corrida, es la posibilidad de
eliminar la fluorescencia una vez obtenida la imagen, y desbloquear el
carbono 3° para que pueda aceptar una nueva base y pueda continuar la
reaccion. El proceso de la secuenciacion por Ilumina incluye, la
fragmentacion del ADN y ligacion de adaptadores, amplificacion en una
superficie solida (flow cell) y posterior secuenciacion. La longitud de las
secuencias obtenidas por este método (hasta 300 pb) son menores a las de
la pirosecuenciacion, pero la capacidad de realizar secuencias en paralelo
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es mucho mayor, hasta de 250 millones de secuencias (Morozova et al.,
2009; Shokralla et al., 2012; Wu et al., 2015).

Procesamiento de las secuencias

PEAR: este programa es de acceso libre (distribuido bajo la licencia Creative
Commons). Se ejecuta en linea de comandos y sirve como fusionador de
finales pareados rapido. Evaltua los posibles solapamientos de los extremos
pareados, sin importar el tamano de los fragmentos diana, e incluye una
prueba estadistica para minimizar los falsos positivos. (Zhang, J. et al,
2014). Arroja la informacion en cuatro archivos en formato fastq: secuencias
ensambladas, secuencias descartadas por calidad y las que no se lograron
unir de R1 y R2.

Prinseq-Lite: herramienta de acceso libre. Se usa para hacer pre-
procesamientos de los datos. Permite filtrar las secuencias bajo parametros
definidos (Schmieder & Edwards, 2011).

TagCleaner: permite hacer la remocion de los iniciadores y cebadores de las
secuencias (Schmieder et al., 2010).

FastQC: realiza comprobaciones de control de calidad sobre los datos de
secuencias crudas procedentes de secuenciadores de alto rendimiento.
Evalua si estos presentan alguna anomalia que deba ser tenida en cuenta
antes de realizar cualquier analisis adicional, que conlleve a conclusiones
biologicas. La aplicacion pertenece al proyecto de bioinformatica del
Instituto Babraham. (Babraham Institute, 2016).

One Codex

Es una plataforma en la que se comparan y clasifican las secuencias de las
muestras de interés, con base en un conjunto de nucleétidos - “k-mer” -
contra dos bases de datos de secuencias de referencia, una es la de NCBI
(RefSeq, 8000 genomas) y la otra es de ellos (One Codex expandida, 40 000
genomas); estas bases contienen genomas bacterianos, de virus y hongos
(genomica microbiana aplicada en el diagnéstico clinico, bioseguridad y
alimentos). Como los k-mer no pertenecen lnicamente a una especie o cepa,
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la clasificacion se hace por cercania al ancestro comun mas proximo en un
arbol filogenético, base con la cual se asigna el ID taxonémico (Minot et al.,
2015).

Indices de diversidad

Existen varios indices de diversidad que se han usado en el estudio de las
comunidades bacterianas, entre ellos estan el indice de diversidad de
Shannon, el de equitatividad de Pielou y el de dominancia de Simpson.

El indice de Shannon (H), se puede definir como la relacion entre el numero
de especies presentes y su abundancia relativa, su valor se puede encontrar
entre cero cuando hay una tnica especie en la muestra, y un valor superior
conocido como Hmax, cuando el numero de individuos de las especies
presentes tienen la misma abundancia (Moreno, 2001; Moseman et al.
2009).

El indice de equitatividad de Pielou, es derivado del indice de Shannon, y
establece una relacion entre la diversidad real calculada y el valor maximo
de diversidad posible, por lo que su valor se puede encontrar entre cero y
uno; valores cercanos a uno indican que todas las especies tienen la misma
abundancia (Moreno, 2001).

El indice de dominancia de Simpson, al igual que Shannon, es una medida
que toma en cuenta la riqueza de especies y su abundancia, los valores van
de cero a uno; valores cercanos a uno indican que unas pocas especies
predominan en las muestras (de Bello et al. 2016; Haegeman et al. 2014).
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S5 Materiales y Métodos

5.1

Equipos, Materiales y reactivos

Geoposicionador

Sonda multiparametro
Bomba de succion y sistema de vacio para liquidos
Congelador (-20 °C)
Ultracongelador (-80 °C)
Espectrofotometro
Fluorémetro

Balanza analitica
Equipo de electroforesis
Fotodocumentador
Centrifuga

Banos termostatados

Nucleador

Tubos plastico con capacidad de 50 ml

Recipientes de polietileno de baja densidad con capacidad de 1 litro
Filtros de poro de 0.45 um

Nevera de campo y sistema refrigerante

Método de extraccion de ADN lisis in situ y absorcion en silice
Kit para electroforesis

Método de cuantificacion por espectofotomertia

Método de cuantificacion por fluorometria

32



5.2 Zona de muestreo

5.2.1 Costa marina — Agua y sedimento

Bajo de 10 (mar adentro)

Puerto de abrigo - mar

UMDI (Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion)
LANRESC punto 3

LANRESC punto 5

Este del muelle

Oeste del muelle

Desagtie de la granja camaronera

Nk LD

5.2.2 Ciénaga — Agua y sedimento

9. Puerto de abrigo — mirador

10. Puerto de abrigo — laguna

11. Cerca de la estacion de gasolina
12. Cerca de la poblacion (borde habitado)
13. Periferia al basurero

14. Ojo de agua - anidamiento de aves
15. Ojo de agua — La Carbonera

16. Ojo de agua - La Bocana

17. La Bocana entrada

18. La Bocana fondo medio

19. La Bocana fondo profundo
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Figura 3 Zonas de muestreo en el noroeste de la peninsula de Yucatan
(Google Earth, 2016)
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5.3 Muestreo y muestras

Las muestras se colectaron entre los meses de marzo a mayo y agosto de
2016. La extraccion del ADN de las muestras, se realizo al dia siguiente de
cada una de las colectas. Se georreferencié cada punto de muestreo, y
posteriormente en cada lugar se registraron las condiciones fisicoquimicas
del agua con la sonda multiparamétrica (anexo 1 - pH, salinidad, oxigeno

disuelto, conductividad,

solidos disueltos totales,

potencial redox y

temperatura).
Baio de 10 N 21°20°08,36” Puerto de abrigo - N 21°09’30,4”

J W 090°08°08,61” mirador W 090°02°42,4”
Puerto de abrigo - N 21°09’34,0” Puerto de abrigo - N 21°09’33,7”
mar W 090°02’54,0” laguna W 090°02°’51,4”
UMDI N 21°09°57,7” Cerca de la estacion N 21°09’46,8”

W 090°02’55,9” de gasolina W 090°01°52,2”
N 21°09°59,9” Cerca de la poblacion N 21°09°53,0”
LANRESC to 3
punto W 090°02’14,3” (borde habitado) W 090°01728,5”
N 21°09’57,8” e . N 21°10°02,1”
LANRESC punto 5 W 090°0231,47 Periferia al Basurero W 090°00%47,8”
N 21°10°03,8” Ojo de agua - N 21°11°52,0”
Este del muelle W 090°01°54,3” anidamiento de aves W 089°5648,0”
N 21°10°03,8” Ojo de agua — La N 21°11724,7”
Oeste del muelle W 090°01’55,9” Carbonera W 089°57°09,2”
Desaglie de la N 21°11°54,2” Ojo de agua — La N 21°13'8.2554"

granja camaronera

W 089°57°09,2”

Bocana

W 089°53'45.095"

N 21°13°35”
La Bocana entrada W 089°53°44”

La Bocana fondo N 21°13°15”
medio W 089°52°58”

Tabla 6 Puntos de muestreo y La Bocana fondo N 21°13°08”
coordenadas geogrdficas profundo W 089°52°54”

5.3.1 Muestras de agua

La colecta se hizo en tres puntos de la columna de agua por lugar de
muestreo, uno en superficie, otro en el nivel medio y el tercero a ras del
sedimento. En cada punto de la columna se colecto un litro de agua, para
un total de tres litros por punto de muestreo. Donde la altura de la columna
era minima, se llenaron los tres contenedores a la misma profundidad. Para
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la colecta se emplearon recipientes de polietileno de baja densidad. Tras el
muestreo, se dispusieron los contenedores en una nevera para su
refrigeracion. De igual forma, se colectaron muestras para analizar quimica
y microbiologicamente la calidad del agua (anexo 2 y 3).

5.3.2 Muestras de sedimento

El sedimento colectado corresponde a la seccion baja que colindaba con el
lugar de la columna de agua muestreada. Para el muestreo se emple6 un
nucleador de un metro de longitud. La muestra se extrajo introduciendo el
dispositivo a una profundidad de 20 cm en los lugares que tenian esta
capacidad o superior; para los lugares mas someros, se introdujo segun las
condiciones. Las muestras se depositaron en tubos de 50 ml. Tras el
muestreo, se dispusieron los contenedores en una nevera para su
refrigeracion. Posteriormente se analizaron quimicamente las muestras
(anexo 4).

5.4 Tratamiento de las muestras

Las muestras de las diferentes partes de la columna de agua se mezclaron
y se filtraron por medio de una membrana con tamano de poro de 0.45 pum.
El proceso se dio terminado por dos razones, una porque los filtros se
saturaban y no era posible la circulacion de mas muestra por el sistema, o
dos, porque se agotaba la muestra.

Los filtros con las muestras de agua, se mantuvieron en el congelador a
-20 °C, para posteriormente hacer la extraccion del ADN metagenomico.

5.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé por diferentes métodos para poder
establecer que procedimiento brindaba mejores tiempos de trabajo y
rendimiento en la obtencion del ADN. Los meétodos empleados fueron:
extraccion fenol — cloroformo (Sambrook & Russell, 2006), extraccion con
kit ZR Soil Microbe DNA MiniPrep™ metodologia seguida segiin el protocolo
del fabricante, y extraccion con el método lisis in situ y absorcion en silice
establecida por el Dr. Rafael Antonio Rojas Herrera (Rojas et al., 2008).
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5.4.2 Visualizacion y cuantificacion del ADN metagenémico

5.4.2.1. Gel de agarosa

Se realizo un gel de agarosa al 1 % para validar la presencia e integridad del
ADN metagenomico.

5.4.2.2. Espectrofotometro - Nanodrop

Se sigui6 el protocolo del fabricante para obtener la concentracion de las
muestras y la relacion 260/280. Para la lectura se emplearon 2 pl de cada
una de las muestras.

5.4.2.3. Fluorometro

El protocolo del fabricante fue la guia para la cuantificacion de las muestras.
Para la lectura se empleo 1 ul de cada una de las muestras.

5.5 Secuenciacion masiva

Se mando secuenciar al LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Genomica
para la Biodiversidad) como un servicio externo, la amplificacion del gen
ARNr 16S (cebadores empleados: 357F 5S"CTCCTACGGGAGGCAGCAG3  y
CD (R) S"CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC3") y sus respectivas bibliotecas,
al igual que la secuenciacion masiva con el sistema MiSeq de Illumina en
formato 2X300.

Las secuencias obtenidas de [llumina (paired-end) se unieron usando PEAR.
Seguido a ello se hizo un filtro de calidad con Prinseq, tratando las
secuencias con un valor de 20 en la escala de Phred. Por medio de
TagCleaner se realiz6 la remocion de los cebadores y adaptadores, estos
ultimos predecidos en la misma plataforma. Para la asignacion taxonomica
de las lecturas, se cargaron y corrieron en la plataforma OneCodex,
obteniendo los OTUs y las secuencias asignadas a cada uno, para cada
muestra. Paralelamente se hizo la valoracion de calidad de las lecturas con
FastQC, tanto con las secuencias crudas como con las secuencias tras el
proceso con TagCleaner.
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6. Datos y resultados

6.1 Procesamiento del ADN

6.1.1. Método de extraccion de ADN

Tras la extraccion del ADN de las muestras por los tres métodos, se decidio
no usar la metodologia de fenol-cloroformo, ya que no se obtuvo visibilidad
del ADN en el gel de agarosa al 1 %. Con las otras dos metodologias restantes
se corrieron los geles, algunas muestras con poco reflejo de la cantidad de
ADN metagenomico (figura 4 y anexo 5), mas se hizo evidente el método con
el cual se trataria el resto de las muestras (lisis in situ y absorcion en silice).

Figura 4 Gel de agarosa al 1 % con ADN metagenémico de las
muestras de sedimento de los ojos de agua de La Carbonera y el
anidamiento de aves, extraido por los métodos lisis in situ y
absorcién en silice (muestra 13 y 15) y con kit (muestra 15) (en la
parte inferior estd la lectura de la concentracion de las muestras
por espectrofotometria)

6.1.2.Seleccion del tamano del poro de las membranas para filtrar

Por el tipo de dispositivos o columnas con el que trabaja el kit, no fue posible
hacer la extraccion y posterior comparacion del ADN con los filtros de
0.22 um, ya que estos vienen encapsulados y no es posible exponerlos para
realizar el proceso requerido.
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Se hizo la comparacion de la cantidad de ADN obtenido del filtro abierto de
0.45 pm y el filtro cerrado de 0.22 um con el método lisis in situ y absorcion
en silice, y no se estableci6 un comportamiento claro de los métodos en
cuanto a la lectura de la cuantificacion y pureza del ADN (anexo 9), por lo
que se decidié continuar con el dispositivo que facilitara el proceso de
extraccion (filtro abierto de 0.45 um) (anexos 6 y 7).

Figura 5 Gel de agarosa al 1 % con ADN metagenémico de las
muestras de agua de los ojos de agua de La Carbonera (muestra
14) y el anidamiento de aves (muestra 16), extraido por los
métodos lisis in situ y absorcién en silice usando filtros de 0.45 um
y 0.22 um (en la parte inferior estd la lectura de la concentracién
de las muestras por espectrofotometria)

6.1.3. Cuantificacion de ADN

En busca de optimizar los resultados para las nuevas extracciones de ADN,
se realizaron variaciones al protocolo de extraccion lisis in situ y absorcion
en silice (temperaturas y tiempos), pero no se presentaron incrementos en
la cantidad de producto.

Las lecturas de las concentraciones de ADN de las extracciones preliminares
(anexo 8) y las muestras enviadas al LANGEBIO para la secuenciacion
masiva (tabla 7), se realizaron tanto por fluorometria como por
espectofotometria.

39



Ojo de agua — La Sedimento 11 298.3 1.07 -
Carbonera Agua 3.58 18.3 1.53 -
Ojo de agua - Sedimento 2.02 23 1.78 0.45
anidamiento de aves  Agua 2.07 22.9 2.04 0.36
) Agua 13 34.4 1.7 -
B 1
ajo de 10 Sedimento 8.2 81.7 1.21 -
Agua 9.7 41.2 1.84 0.75
MDI
U Sedimento 19 53.4 1.88 0.64
Puerto de abrigo - Agua 20 726 156 077
mar Sedimento 30 54.8 1.68 0.76
Pl;.lerto de abrigo - Agua ].9 364 174 07
mirador Sedimento 14 57.2 1.47 0.63
Puerto de abrigo _ Agua 21 368 173 062
laguna Sedimento 9.3 74.2 1.44 0.53
Agua 27 52.3 1.56 -
LANRE
SC punto 5 Sedimento 8.6 36.7 1.72 0.79
Agua 15 37.1 1.47 -
LANRESC to 3
punto Sedimento 9.9 34 1.74 0.85
Agua 7.9 38.2 1.8 0.68
1 1
Oeste del muelle Sedimento 12 81.8 1.84 0.69
Agua 13 70.2 1.87 0.61
E 1 1
ste del muelle Sedimento 12 14.5 1.82 0.65
Cerca de la poblacién _Agua 29 59.7 1.6 0.61
(borde habitado) Sedimento 11 114.9 1.31 -
Cerca de la Agua 29 434 037 ].7
estacion de gasolina  Sedimento 13 47 0.61 1.5
granja camaronera Sedimento 11 159.9 1.36 -
. Agua 11 26.3 1.45 -
Periferia al basurero  —¢ . o hto 9.5 229.4 1.36 0.67
Ojo de agua - La Sedimento 9.2 108.9 1.16 -
Bocana Agua 0.419 15.3 1.36 0.26
Sedimento 16 48.5 1.45 0.57
La B E
a Bocana Entrada 19 38.4 1.63 :
La Bocana fondo Sedimento 11 36.1 1.49 0.51
medio Agua 9.1 27.3 1.46 0.47
La Bocana fondo Sedimento 0.998 24.3 1.42 0.41
profundo Agua 19 46.3 1.46 0.32

Tabla 7 Cuantificacion y pureza del ADN de cada una de las muestras por
fluorometria y espectofotometria
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Se realizaron varias purificaciones del ADN para mejorar la relacion
260/280, pero no se logro el valor esperado (anexo 9); tras esto, la pérdida
del ADN durante el proceso en algunos casos dejaba concentraciones muy
bajas (Wizard® Genomic DNA Purification Kit y Purificacion con
isopropanol). El método del glicogeno fue el que arrojo mejores resultados al
purificar (figura 6).

Figura 6 Gel de agarosa al 1 % con ADN metagendmico purificado a la izquierda
Yy sin purificacién a la derecha. Los indicadores de colores (rojo — UMDI
sedimento, amarillo - LANRESC punto 5 agua, y morado — Periferia basurero
sedimento) muestran las variaciones en los geles y en las cuantificaciones de
las muestras tras el proceso de purificacién (en la parte inferior estd la lectura
de la concentracion de las muestras por espectrofotometria)

6.2 Secuenciacion masiva

Tras el informe y las secuencias entregadas por el LANGEBIO, los puntos de
muestreo se redujeron de 19 en agua y sedimento, a 18 muestras
secuenciadas de agua y 15 de sedimento, con un total de 7 407 007 lecturas.

Con la uniodn, filtro de calidad, limpieza y asignacion taxonomica de las
secuencias, se lograron clasificar 1 909 276 lecturas, de las cuales 1 112
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644 son de las muestras de agua con 2694 OTUs, y 796 632 de las muestras
de sedimento asociadas con 3230 OTUs. Los datos de cada punto se
reportan en la tabla 8, organizados en forma descendente por el porcentaje
de lecturas tras la union.

LANRESC punto 5 | A| 189781 98343 51.82 77633 78.94 55;2 55;2 76765
Bajo de 10 54- 54-
(mar adentro) A| 74524 38382 51.50 30068 78.34 509 599 29922
Puerto de abrigo - | \ | »77515 | 133585 | 48.14 111647 | 83.58 | °0- | 21" 111031
laguna 592 | 592
Bajo de 10 50- 19-
S 78949 130775 | 46.88 | 115098 | 88.01
(mar adentro) 2 592 | 592 112624
50- 50-
LANRESC punto 3 | A| 73488 33849 46.06 27428 81.03 509 509 26904
53- 53-
Este del muelle A| 103156 46363 44.94 40328 86.98 39942
592 592
UMDI Al 245051 @ 109817 | 44.81 89547 | 81.54 0. | 401 gg7q9
) ) 592 592
Periferia al 51- 27-
basurero A| 252244 107143 | 42.48 90666 84.62 509 509 89772
Cerca de la 51 19
poblacion (borde A| 338398 126171 | 37.28 | 107226 | 84.98 105783
. 592 592
habitado)
Desaglie granja | ' 150456 | 65000 | 34.60 | 52786 | 80.10 2. | 38 50451
camaronera 592 592
La Bocana - fondo 51- 51-
A 71789 90275 33. 72296 80.08 7096
profundo 2 2 22 22 592 | 592 2
La Bocana - 50- 47-
entrada A| 319900 106159 | 33.19 89767 84.56 509 509 87974
Puerto de abrigo - 50- 50-
mirador A| 272568 84169 30.88 69881 83.02 509 599 68596
La Bocana - fondo 52- 52-
medio A| 275241 83321 30.27 72539 87.06 502 592 71745
Cerca de la 53 53
estacién de Al 63363 18910 | 29.84 | 16700 | 88.31 . ) 16385
. 592 592
gasolina
Puerto de abrigo - | \ | 544463 | 101633 | 29.50 | 81050 | 79.75 | 20 | 327 79761
mar 592 592
Puerto de abrigo - 50- 50-
mirador S| 157471 44910 28.52 42699 95.08 509 592 42057
Cerca de la 50 50
estacion de S| 312093 88192 28.26 81050 91.90 78368
. 592 592
gasolina
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Ojo de agua - 53 53
anidamiento de Al 147427 40180 | 27.25 | 37394 | 93.07 . . 36982
592 | 592
aves
Ojo de agua - 50 07
anidamiento de S| 250425 | 66162 | 26.42 | 58727 | 88.76 57488
592 | 592
aves
Ojo de agua — La 50- 50-
Carbonera S| 51813 13066 | 25.22 | 11203 | 85.74 592 | 592 10834
Puerto de abrigo - | o 55 08c | 87006 | 24.73 | 81026 | 92.91  °0- | %07 | 9145
laguna 592 | 592
La Bocana - 50- 50-
entrada S| 341940 = 83076 | 24.30 76911 | 9258 | _ ., | .o | 65577
Ojo de agua — La 50- 50-
Carbonera A| 289921 69888 | 24.11 | 58697 | 83.99 92 | 592 58068
50- | 46-
LANRESC punto 5 | S| 185386 | 43035 | 23.21 | 38016 | 88.34 _ | o, 36025
Oeste del muelle S| 124546 27962 | 22.45 | 25638 | 91.69 50- | S0- 0
' ' 502 | 592 | 24011
Cerca la 50 50
poblacién (borde | S| 375133 83912 | 22.37 | 78258 | 93.26 74526
) 592 | 592
habitado)
Puerto de abrigo - | | 555054 | 74900 | 22.08 67002 | 89.35 00 | %0 | 6as60
mar 592 592
UMDI S| 262798 | 56931 | 21.66 | 51294 | 90.10 50- | 43- 48638
: : 592 | 592
La Bocana - fondo 50- 26-
profundo S| 392152 83615 | 21.32 | 69948 | 83.65 _ . o 68653
50- | 50-
LANRESC punto 3 | S| 75597 15262 | 20.19 | 14070 | 92.19 13062
592 | 592
La Bocana - fondo 50- 22-
 edio S| 167725 = 29517 | 17.60 = 25485 | 86.34 . | (o, | 20764
Ojo de agua - La 57- 57-
Bocana Al 9477 1108 11.69 986 88.99 | oo | 502 802

Tabla 8 Lecturas iniciales de la plataforma Illumina, lecturas y porcentaje de
lecturas tras la unién con PEAR, lecturas y porcentaje de lecturas tras el filtro
de calidad con un Phred 20 en Prinseq, longitud de las lecturas antes y
después del corte de los adaptadores y cebadores con TagCleaner y lecturas
clasificadas en OneCodex en las muestras de sedimento (S) y agua (A)

Tras la evaluacion de la calidad de las secuencias crudas y antes de la
asignacion, se reflejaron los siguientes cambios (tabla 9):
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Tabla 9 Calidad de las secuencias antes y después del tratamiento informdtico

6.2.1.Descripcion de las muestras

La determinacion del esfuerzo de muestreo se realizo por medio de la grafica
de rarefaccion (figura 7), en la cual no se aprecian las asintotas definidas.
La disimilitud entre las muestras respecto a los OTUs, se establecié por
medio de un algoritmo de agrupamiento (cluster) (figura 8), para el cual se
uso6 un valor de rarificacion de 29 992 lecturas; con este valor, tres muestras
de agua (LANRESC punto 3, cerca de la estacion de gasolina y ojo de agua
La Bocana) y cuatro muestras de sedimento (oeste del muelle, La Bocana
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fondo medio, LANRESC punto 3 y ojo de agua La Carbonera) no se
incorporaron a la interpretacion.

1500

1000

Species

500

T T T T T T
0e+00 2e+04 4e+04 6e+04 8e+04 1e+05

Sample Size

Figura 7 Curva de rarefacciéon de las muestras de agua y sedimento

En el dendograma de los OTUs (figura 8) se ve que las muestras forman dos
grandes conjuntos: el del lado izquierdo donde se ubican todas las muestras
de sedimento menos la de Bajo de 10 (recuadro beige), y se incorpora la
muestra de agua de puerto de abrigo mar (junto a la muestra puerto de
abrigo mar sedimento — elipse rosa), teniendo estas dos ultimas una
disimilitud alrededor de 0.42. Dentro de este grupo hay subconjuntos de
ambientes con baja disimilitud, dos de ellos son el puerto de abrigo mirador
y cerca de la estacion de gasolina, seguida de cerca de la poblacion borde
habitado como parte de las muestras de la ciénaga (elipse café), y LANRESC
punto 5 y UMDI como parte de la costa marina.

Al lado derecho del dendograma se posicionaron la muestra de Bajo de 10
sedimento y todas las muestras de agua (recuadro azul), menos la de puerto
abrigo mar como ya se menciono. El subgrupo con menor disimilitud de esta
agrupacion lo conformaron las muestras de costa marina con LANRESC
punto S y este del muelle, seguido por la UMDI; En forma ascendente tres
subgrupos de muestras de ciénaga con bajas disimilitudes (menores a 0.4),
conformados por los ojos de agua del anidamiento de aves y La Carbonera,
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La Bocana entrada y fondo medio; y puerto de abrigo mirador y cerca de la

poblacion, seguido por periferia al basurero (elipse café).
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Figura 8 Dendograma de OTUs de las muestras de agua (A) y sedimento (S) con

rarificacion a 29992 lecturas

Tras la rarificacion de las muestras, se establecio la riqueza taxonémica de
estas (figura 9). En el sedimento se encontré que la muestra con mayor

cantidad de OTUs es La Bocana fondo profundo con 1276, seguido por ojo

de agua anidamiento de aves, La Bocana entrada, puerto de abrigo laguna,
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cerca de la poblacion (borde habitado), puerto de abrigo mar, cerca de la
estacion de gasolina, puerto de abrigo mirador, UMDI, LANRESC punto 5y
por ultimo Bajo de 10 (mar adentro) con 771 OTUs. Para las muestras de
agua, el ordenamiento segun los OTUs en forma descendente dejo a ojo de
agua La Carbonera en primera posicion (1112 OTUs), posteriormente a ojo
de agua anidamiento de aves, puerto de abrigo mar, cerca de la poblacion
(borde habitado), UMDI, periferia al basurero, La Bocana fondo medio,
puerto de abrigo mirador, La Bocana fondo profundo, La Bocana entrada,
desaglie granja camaronera, puerto de abrigo laguna, este del muelle,
LANRESC punto 5 y finalmente Bajo de 10 (500 OTUs).

1400
1200
1000
800
600
400

200

Este del muelle
UMDI

Bajo de 10 (mar adentro)
habitado)

La Bocana - entrada

La Bocana - fondo medio
LANRESC punto 5
LANRESC punto 5

Ojo de agua - Carbonera
Periferia basurero

Puerto de abrigo - mar

Cerca de la estacion de gasolina
Cerca de la poblacion (borde
Desaglie granja camaronera
La Bocana - fondo profundo

Puerto de abrigo - laguna
Puerto de abrigo - mirador

E Riqueza (agua)

Ojo de agua - Anidamiento de aves

m Riqueza (sedimento)

Figura 9 Riqueza especifica de las muestras de agua y sedimento tras la
rarificacion

Al establecer la diversidad de cada muestra, se evidencio que, para los dos
ambientes, los indices de Shannon calculados oscilaron entre 3.08 y 5.56
(figura 10). En cuanto a la equitatividad (Indice de Pielou), los valores
estuvieron en un rango 0.62 y 0.79 para las muestras de sedimento, y para
el agua entre 0.67 y 0.48 (figura 11). Todos los valores de dominancia
calculados con el indice de Dominancia de Simpson tienen valores por abajo
de 0.132 (figura 12).
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Figura 10 Indice de diversidad de Shannon de las muestras de agua y sedimento
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Figura 11 Indice de equitatividad de Pielou de las muestras de agua y sedimento
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B Dominancia Simpson (agua)
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Figura 12 Indice de dominancia de Simpson de las muestras de agua y sedimento

Se integraron los indices calculados anteriormente por el medio muestreado
(agua o sedimento), y posteriormente se organizaron de forma descendente
entre las muestras de acuerdo a la equitatividad.

En el sedimento con 11 muestras analizadas (figura 13), el primer y ultimo
lugar en cada uno de los indices quedo representado respectivamente por:
equitatividad, cerca de la poblacion (borde habitado) y Bajo de 10; riqueza,
La Bocana fondo profundo y Bajo de 10; diversidad, cerca de la poblacion
(borde habitado) y Bajo de 10; y dominancia, LANRESC punto 5 y cerca de
la poblacion (borde habitado).

El mismo ordenamiento en las 15 muestras de agua, mostro el primer y
ultimo lugar de cada item asi: equitatividad, ojo de agua anidamiento de
aves y La Bocana fondo profundo; riqueza, ojo de agua carbonera y Bajo de
10; diversidad, ojo de agua anidamiento de aves y Bajo de 10; dominancia,
La Bocana fondo profundo y ojo de agua anidamiento de aves (figura 14).
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6.2.2. Géneros con potencial patogeno

Las lecturas de los géneros con potencial patéogeno respecto a las secuencias
de todos los géneros, representan un 11.25 % en el sedimento y 3.32 % en
el agua. Tras la busqueda en la literatura de los géneros a los que se les
reporta una o mas especies patogenas, se encontraron 26. En la figura 15
se relaciono la cantidad de géneros con este potencial, que estan presentes
en cada punto y en cada medio, siendo La Bocana entrada el punto que
tiene la mayor cantidad de estos (18) y el ojo de agua La Bocana el menor,
con 7 representantes (este punto solo cuenta con lecturas en agua).

Figura 15 Cantidad de géneros con potencial patégeno presentes por punto de
muestreo, en el sedimento y en el agua

La figura 16 relaciona cuantos puntos y en que medio se hizo presente cada
género de interés, en ella se observa que Campylobacter, Clostridium y
Staphylococcus estan en todas las muestras secuenciadas, y que géneros
como Rickettsia, Escherichia, Enterococcus y Salmonella se detectaron solo
en agua, y Coxiella, Klebsiella y Listeria en sedimento.
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Figura 16 Cantidad de muestras en las que se detectaron cada uno de los géneros
reportados con potencial patégeno en agua y sedimento

La abundancia relativa (numero de lecturas asignadas a cada género, sobre
el nimero de lecturas de los géneros de interés) respecto al total de las
lecturas determinadas como géneros patogenos, se grafico por muestra para
el sedimento y el agua (figura 17 y 18). De los 22 géneros detectados en
sedimento, se vio que el 60 % se componen en su gran mayoria por cuatro
géneros o menos a excepcion de tres muestras (ojo de agua anidamiento de
aves, La Bocana fondo profundo y La Bocana fondo medio). Los géneros que
se detectaron en todas las muestras son: Clostridium, Staphylococcus,
Campylobacter y Acinetobacter. En el agua, se detectaron 23 géneros de
interés. Al igual que en el sedimento, se detectaron en todas las muestras
Clostridium, Staphylococcus 'y Campylobacter, adicional a estos
Pseudomonas; el resto de los géneros en forma aleatoria. Las muestras en
general menos periferia al basurero, estan compuestas hasta el 50 % de
cuatro géneros o menos.
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Figura 17 Composicion de géneros con potencial patégeno en las muestras de sedimento

Figura 18 Composicién de géneros con potencial patégeno en las muestras de agua
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Los géneros patogenos respecto a todos los OTUs de las muestras
secuenciadas tiene una abundancia relativa de 2.74 % en el sedimento y
1.14 % en el agua. Para ver con detalle la relacion entre las muestras y los
géneros detectados, se grafico la abundancia relativa de estos en por diez
mil. Para visualizar mejor el comportamiento de las muestras, se redujo la
abundancia de Clostridium (426 °/.00) €n el puerto de abrigo laguna en
sedimento (figura 19), y el de Pseudomonas (474 °/.00) €n el agua, en la
muestra de cerca de la poblacion (borde habitado) (figura 20). Al organizar
los géneros de forma descendente por la abundancia relativa, los dos
ambientes comparten ocho de los 10 primeros géneros: Pseudomonas,
Clostridium, Aeromonas, Staphylococcus, Campylobacter, Acinetobacter,
Vibrio y Helicobacter.

H Ojo de agua - Carbonera

426
Bajo de 10 (mar adentro)
ELANRESC punto 3
UMDI
0/000 #LANRESC punto 5
200 ¥ Oeste del muelle
Cerca de la estacion de gasolina
160
B La Bocana - entrada
120
u La Bocana - fondo medio
80
m Puerto de abrigo - mirador
40
B La Bocana - fondo profundo
o™ B Puerto de abrigo - mar
E29225295b 8338838338838 &
eSS CEIeLE T INSES
SR8S 882588 33REE522¢82¢ u Cerca de la poblacion (borde
78S 8PS SEiSORRERTnNEs habitado)
L3I S 3 . . .
g ﬁ ﬁ < § %g '§ % g O Ojo de agua - Anidamientode
n‘f % % 8 < §> aves

Puerto de abrigo - laguna

Figura 19 Por diez mil (°/ .00) de lecturas de los 22 géneros con potencial patégeno

en las muestras de sedimento
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Acinetobacter
Helicobacter

B Cerca de la poblacion (borde
habitado)

Figura 20 Por diez mil (°/ .00) de lecturas de los 23 géneros con potencial patégeno
en las muestras de agua

En el dendograma de los géneros patogenos (figura 21) la muestra de ojo de
agua La Bocana mostro la mayor disimilitud respecto a las demas muestras
(elipse café), quedando fuera del conjunto y los subconjuntos que estas
formaron. De las agrupaciones que se formaron con baja disimilitud
(menores a 0.3), estan las muestras de agua de ciénaga (parte izquierda de
la grafica — recuadro azul de mayor tamano) conformadas por: La Bocana
entrada, La Bocana fondo medio, La Bocana fondo profundo, puerto de
abrigo laguna, puerto de abrigo mirador, periferia basurero, ojo de agua
anidamiento de aves y ojo de agua La Carbonera. Otra agrupacion que tuvo
gran conglomeracion de muestras y disimilitudes bajas (menores a 0.34), es
la que esta conformada por una muestra de agua y nueve muestras de
sedimento (2 muestras de costa marina y 7 de ciénaga — recuadro beige):
cerca de la estacion de gasolina, puerto de abrigo mirador, La Bocana
entrada, oeste del muelle, La Bocana fondo medio, UMDI, puerto de abrigo
mar (agua), puerto de abrigo mar (sedimento - elipse rosa), La Bocana fondo
profundo y ojo de agua anidamiento de aves. En la mitad de los
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subconjuntos descritos se encuentran diferentes agrupaciones por medio

(agua o sedimento) y mezclas de estas.
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Figura 21 Dendograma de abundancias relativas de géneros con potencial

patégeno de las muestras de agua (A) y sedimento (S)
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6.2.3.Agentes etiologicos de interés

La busqueda puntual en todos los registros de la secuenciacion masiva de
las especies de interés del grupo de investigacion, establecio la presencia de
65 especies dentro de las 33 muestras.

El numero de secuencias asignadas por cada 10 000 lecturas (por diez mil),
de las 65 especies de interés encontradas en cada uno de los puntos, tanto
en sedimento como en agua, se reflejan en la tabla 10 en forma descendente,
teniendo en la primera posicion de las especies de interés el punto ojo de
agua La Bocana en el agua y La Bocana fondo medio en el sedimento.

Ojo de agua - La Bocana 49.88 La Bocana - fondo medio 38.05
gioa‘jee:gu a - anidamiento 23.25 LANRESC punto 3 26.03
g:ig;:: la estacion de 23.19 Oeste del muelle 24.16
Ojo de agua — La Carbonera 17.91 Ojo de agua — La Carbonera 22.15
LANRESC punto 3 14.12 gioa‘jeesagu a - anidamiento 19.83
Puerto de abrigo - mirador 12.39 La Bocana - entrada 19.37
Puerto de abrigo - mar 12.16 LANRESC punto 5 19.15
La Bocana - fondo profundo 11.84 Puerto de abrigo - mirador 18.31
Periferia al basurero 10.14 (Cbi)rrcdi(;eaﬁtzzzl)amon 17.71
Puerto de abrigo - laguna 10.09 La Bocana - fondo profundo 15.88
Este del muelle 9.76 Puerto de abrigo - laguna 15.54
UMDI 9.57 Puerto de abrigo - mar 14.96
La Bocana - fondo medio 9.48 UMDI 14.60
(Cbzr:di (Eaﬁtp:;‘zl)acién 9.45 ;J:Srgla; I;:l: la estacién de 11.87
Bajo de 10 (mar adentro) 8.69 Bajo de 10 (mar adentro) 7.72

LANRESC punto 5 8.60 Total lecturas 16.24
Desaglie granja camaronera 8.39

La Bocana - entrada 7.96

Total lecturas 11.12

Tabla 10 Por diez mil (°/.00) de lecturas encontradas de 65 especies de interés en
sedimento y agua
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La clasificacion de las especies patogenas de interés identifico la presencia
de 7 hongos (6 en sedimento y uno en agua) y 58 bacterias. De las 65
especies detectadas, 54 se determinaron en el sedimento (48 bacterias) y 54
en el agua (53 bacterias). La tabla 11 refleja las especies clasificadas

taxonomicamente.

!

I
&

Brucella abortus

Campylobacter coli

Clostridia 4 4
Actinobacteria Clostridium * 4 4
Corynebacterium Clostridium botulinum 1 1
Corynebacterium diphtheriae Clostridium perfringens 1 1
Mycobacterium * Clostridium tetani 1 1
Mycobacterium avium Peptoclostridium difficile 1 1
Mycobacterium kansasii Cyanophyceae 1 2
Mycobacterium tuberculosis Anabaena 1 1
Mycobacterium xenopi Anabaena sp. 1 1
Tsukamurella Microcystis 0 1
Tsukamurella Microcystis sp. 0 1
Alfaproteobacteria Epsilonproteobacteria 4 4
Brucella * Campylobacter * 3 3

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

Ehrlichia * Campylobacter fetus
Ehrlichia spp. Campylobacter jejuni

Rhodobacter Helicobacter *
Rhodobacter sphaeroides Helicobacter pylori

Bacilli Flavobacteriia

Bacillus * Chryseobacterium
Bacillus anthracis Elizabethkingia
Bacillus cereus meningoseptica

Enterococcus *
Enterococcus faecalis
Listeria *
Listeria monocytogenes
Staphylococcus *
Staphylococcus aureus
Streptococcus *
Streptococcus pneumoniae
Betaproteobacteria

Alcaligenes
Alcaligenes
Burkholderia *
Burkholderia cepacia
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Neisseria
Neisseria meningitidis
Chlamydiia

Chlamydia *
Chlamydia psittaci
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Gammaproteobacteria

Acinetobacter *
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter calcoaceticus

Aeromonas *

Aeromonas hydrophila
Aeromonas schubertii
Aeromonas veronii

Coxiella *

Couxiella burnetii

Francisella *

Francisella tularensis

Grimontia
Grimontia hollisae

Haemophilus
Haemophilus influenzae

Klebsiella *

Klebsiella pneumoniae

Legionella
Legionella pneumophila

b—*Hr—*HOOr—AHOOr—AI—Ir—Ar—Ar—Awr—Ar—ANEr—A
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Photobacterium 1 1 Yersinia enterocolitica 0O 1
Photobacterium damselae 1 1 Spirochaetia 1 1
Pseudomonas * 1 1 Leptospira 1 1
Pseudomonas aeruginosa 1 1 Leptospira interrogans 1 1
Salmonella * 0o 1
Salmonella enterica serovar Dothideomycetes 0O 1
Typhi 0O 1 Aureobasidium o 1
Shigella * 1 1 Aureobasidium pullulans 0O 1
Shigella spp. 1 1 Eurotiomycetes 5 0
Stenotrophomonas 1 1 Aspergillus 3 O
Stenotrophomonas Aspergillus flavus 1 O
maltophilia 1 1 Aspergillus niger 1 O
Vibrio * 6 8 Aspergillus sp. 1 O
Vibrio alginolyticus 0 1 Coccidioides 1 o
Vibrio cholerae 1 1 Coccidioides immitis 1 O
Vibrio cincinnatiensis 0 1 Penicillium 1 O
Vibrio furnissii 1 1 Penicillium italicum 1 0
Vibrio mimicus 1 1 Saccharomycetes 1 0
Vibrio parahaemolyticus 1 1 Saccharomyces 1 O
Vibrio splendidus 1 1 Saccharomyces cerevisiae 1 O
Vibrio vulnificus 11 Total general 54 54
Yersinia * 0o 1

*Géneros reportados en la literatura como potencialmente patogenos

Tabla 11 Clasificacién taxonémica de 65 especies patégenas indicando su
presencia en las muestras de agua (A) y/o sedimento (S)

Las 65 especies patogenas se consolidaron graficamente (figura 22 y 23)
estableciendo dos relaciones; la primera, entre cada una de las 65 especies
identificadas y la cantidad de veces que se encontraron en las muestras de
agua (18 puntos) y sedimento (15 puntos); y la segunda, estableciendo la
cantidad de especies presentes en cada muestra y por punto.

En algunos casos la presencia de los organismos de interés ocurrié tanto en
el agua como en el sedimento subyacente, siendo solo recurrentes en todos
los puntos Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, mientras
otros microrganismos solo se detectaron en un ambiente, en algunos casos
en un solo punto (figura 22).
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Saccharomyces cerevisiae
Rhodobacter sphaeroides
Penicillium italicum
Chlamydia psittaci
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Yersinia enterocolitica
Vibrio alginolyticus
Salmonella enterica serovar Typhi
Haemophilusinfluenzae
Francisella tularensis
Burkholderia cepacia
Aureobasidium pullulans
Coccidioides immitis
Aspergillus sp
Vibrio mimicus
Stenotrophomonas maltophilia
Shigella spp
Campylobacter fetus
Alcaligenes
Tsukamurella
Listeria monocytogenes
Campylobacter jejuni
Grimontia hollisae
Aeromonas hydrophila
Vibrio furnissii
Vibrio cincinnatiensis
Microcystis sp
Aeromonas schubertii
Mycobacterium kansasii
Brucella abortus
Anabaena sp
Leptospira interrogans
Campylobacter coli
Aeromonas veronii
Acinetobacter calcoaceticus
Klebsiella pneumoniae
Burkholderia mallei
Clostridium perfringens
Elizabethkingia meningoseptica
Pseudomonas aeruginosa
Vibrio vulnificus
Photobacterium damselae
Legionella pneumophila
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium avium
Clostridium tetani
Corynebacteriumdiphtheriae
Bacillus anthracis
Vibrio splendidus
Bacillus cereus
Neisseria meningitidis
Enterococcus faecalis
Vibrio parahaemolyticus
Mycobacterium tuberculosis
Acinetobacter baumannii
Coxiella burnetii
Peptoclostridium difficile
Ehrlichia spp
Vibrio cholerae
Helicobacter pylori
Clostridium botulinum
Burkholderia pseudomallei
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus

Figura 22 Cantidad de muestras en las
que se detectaron cada una de las 65
especies patégenas tanto en el agua como
en el sedimento

LEELET

“m”llll“WN“"IHMH!1Irn

o

3 6 9
H Puntosen Sedimento M Puntosen Agua

[uy
N
=
wu
=
o]

60



De las 33 muestras analizadas, 18 muestras corresponden a agua y 15 a
sedimento, lo cual da una linea de base de puntos exclusivos con
microorganismos en un solo ambiente (agua: 4 especies en La Bocana ojo
de agua, 21 en el este del muelle, 22 en desaglie granja camaroneray 27 en
periferia al basurero; sedimento: 21 especies en oeste del muelle). Los
puntos restantes presentan desde 23 especies hasta 40 (figura 23). La
Bocana entrada es el punto de mayor variedad de especies, tanto como
punto con 40 especies, como muestra de sedimento, con 38 de ellas. Para
el agua es el puerto de abrigo laguna con 31 especies.

Ojode agua-LlaBocana ‘s 4
Oeste del muelle E———— > 1
Este del muelle  mmmmmmmmmmmm————— 1
Desaglie granja camaronera I )
LANRESC punto 3 | e )3
Periferia basurero  wussssssssmmm— 7
Bajo de 10 (mar adentro) 27
Cerca de la estacion de gasolina [ e 28
LANRESC punto 5 | e 3
Puerto de abrigo - mirador | e 3
Ojo de agua - Carbonera [ . 3)
LaBocana-fondomedio e 32
Puerto de abrigo - mar Ve 33
uvpl .
La Bocana - fondo profundo - —— 34
Puerto de abrigo - laguna e,
Ojo de agua - Anidamiento de aves | s 35
Cerca de la poblacién (borde habitado) | s 35
La Bocana - entrada | s ()

M Especies en Sedimento M Especies en Agua  # Total Especies

Figura 23 Cantidad de especies patégenas presentes por punto, en el sedimento y
el agua en cada uno de los puntos de muestreo
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6.2.3.1. Agentes etiologicos en cada punto de muestreo

El perfil de la microbiota patogena, de cuantas y cuales especies estan en
cada uno de los medios en cada punto muestreado, se realiz6 acorde a la
abundancia relativa de las especies de interés detectadas (numero de
lecturas asignadas a la especie, sobre el numero de lecturas clasificadas en
la muestra), en unidades de por diez mil (°/o00), Obteniendo asi 19 graficas
(figura 24 -1, 24-2, 24-3, 24-4, 24-5, 24-6, 24-7, 24-8, 24-9, 24-10, 24-11,
24-12, 24-13, 24-14, 24-15, 24-16, 24-17, 24-18 y 24-19).

De los 19 puntos, en 11 predomina la abundancia relativa de especies en el
sedimento (figura 24-2, 24-3, 24-4, 24-5, 24-9, 24-10, 24-12, 24-15, 24-17,
24-18 y 24-19), y en tres en el agua (figura 24-1, 24-11 y 24-14); las demas
muestras (5) solo se tiene un medio de analisis (Agua: figura 24-6, 24-8, 24-
13, 24-16; sedimento: figura 24-7).
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Vibrio vulnificus 1. 27 Especies patégenas detectadas Vibrio furnissii

Photobacterium damselae
Neisseria meningitidis
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium avium
Legionella pneumophila
Elizabethkingia..
Corynebacterium diphtheriae
Clostridium tetani
Clostridium perfringens
Burkholderia mallei
Anabaena sp
Vibrio splendidus
Mycobacterium xenopi
Bacillus anthracis
Coxiella burnetii
Peptoclostridium difficile
Bacillus cereus
Helicobacter pylori
Ehrlichia spp
Vibrio parahaemolyticus
Streptococcus pneumoniae
Acinetobacter baumannii

Burkholderia pseudomallei

[l AR—

en Bajo de 10

= Sedimento - 27

BAgua- 11
Clostridium botulinum | —
Vibrio cholerae NS
Staphylococcus aureus N —
0 1 2 3 h

Salmonella enterica serovar..

Mycobacterium kansasii
Mycobacterium avium
Campylobacter fetus
Campylobacter coli
Listeria monocytogenes
Klebsiella pneumoniae
Elizabethkingia meningoseptica
Vibrio vulnificus

Vibrio splendidus
Photobacterium damselae
Mycobacterium xenopi
Legionella pneumophila
Ehrlichia spp

Coxiella burnetii
Clostridium perfringens
Bacillus anthracis
Pseudomonas aeruginosa
Neisseria meningitidis
Clostridium tetani
Enterococcus faecalis
Mycobacterium tuberculosis
Bacillus cereus
Burkholderia pseudomallei
Acinetobacter baumannii
Helicobacter pylori

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae
Clostridium botulinum
Peptoclostridium difficile
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
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Acinetobacter calcoaceticus
Elizabethkingia meningoseptica
Klebsiella pneumoniae
Leptospira interrogans
Photobacterium damselae
Pseudomonas aeruginosa
Vibrio splendidus

Vibrio vulnificus
Aeromonas hydrophila
Aeromonas schubertii
Clostridium perfringens
Mycobacterium avium
Rhodobacter sphaeroides
Bacillus anthracis
Campylobacter coli
Clostridium tetani
Corynebacterium diphtheriae
Coxiella burnetii

Legionella pneumophila
Neisseria meningitidis
Mycobacterium xenopi
Ehrlichia spp

Enterococcus faecalis
Bacillus cereus
Helicobacter pylori
Burkholderia pseudomallei
Vibrio parahaemolyticus
Mycobacterium tuberculosis
Acinetobacter baumannii
Peptoclostridium difficile
Clostridium botulinum
Vibrio cholerae
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus

Microcystis sp

Klebsiella pneumoniae
Elizabethkingia meningoseptica
Ehrlichia spp
Corynebacterium diphtheriae
Clostridium tetani
Campylobacter coli
Bacillus cereus

Anabaena sp

Vibrio vulnificus
Mycobacterium avium
Aeromonas schubertii
Acinetobacter calcoaceticus
Vibrio splendidus
Photobacterium damselae
Legionella pneumophila
Coxiella burnetii

Bacillus anthracis
Enterococcus faecalis
Helicobacter pylori
Mycobacterium xenopi
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus
Neisseria meningitidis
Burkholderia pseudomallei
Acinetobacter baumannii
Mycobacterium tuberculosis
Clostridium botulinum
Staphylococcus aureus
Peptoclostridium difficile
Streptococcus pneumoniae
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3. 34 Especies patogenas detectadas

® Sedimento - 25

5. 31 Especies patogenas detectadas

B Sedimento - 22
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Vibrio splendidus
Photobacterium damselae
Neisseria meningitidis
Microcystis sp

Legionella pneumophila
Ehrlichia spp

Brucella abortus
Aeromonas veronii

Vibrio cholerae
Acinetobacter baumannii
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium avium
Corynebacterium diphtheriae
Helicobacter pylori

Coxiella burnetii

Vibrio parahaemolyticus
Enterococcus faecalis
Burkholderia pseudomallei
Peptoclostridium difficile
Mycobacterium tuberculosis
Clostridium botulinum

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae
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Vibrio cincinnatiensis
Photobacterium damselae
Neisseria meningitidis
Mycobacterium tuberculosis
Microcystis sp

Helicobacter pylori
Elizabethkingia meningoseptica
Ehrlichia spp

Coxiella burnetii
Corynebacterium diphtheriae
Bacillus anthracis
Anabaena sp
Peptoclostridium difficile
Enterococcus faecalis
Burkholderia pseudomallei
Bacillus cereus
Acinetobacter baumannii
Vibrio cholerae

Clostridium botulinum
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1- 6. 21 Especies patogenas detectadas

4. 23 Especies patégenas detectadas
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Streptococcus pneumoniae IE————

HAgua- 21

Staphylococcus aureus I
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Vibrio splendidus

Vibrio cholerae

Shigella spp

Pseudomonas aeruginosa

Photobacterium damselae

Legionella pneumophila
Helicobacter pylori
Enterococcus faecalis
Ehrlichia spp

Coxiella burnetii

Clostridium tetani

Bacillus cereus

Bacillus anthracis

Burkholderia pseudomallei

Acinetobacter baumannii
Mycobacterium tuberculosis
Clostridium botulinum
Vibrio parahaemolyticus
Staphylococcus aureus
Peptoclostridium difficile

Streptococcus pneumoniae
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7. 21 Especies patogenas detectadas
en el Oeste del muelle

= Sedimento - 21
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Vibrio vulnificus g

Vibrio cincinnatiensis

9. 32 Especies patogenas detectadas
en el Puerto de abrigo - mirador

Shigella spp
Mycobacterium avium
Klebsiella pneumoniae
Haemophilus influenzae
Elizabethkingia meningoseptica
Burkholderia mallei
Anabaena sp
Vibrio splendidus
Photobacterium damselae
Mycobacterium kansasii
Aeromonas schubertii
Mycobacterium xenopi
Ehrlichia spp
Corynebacterium diphtheriae
Coxiella burnetii
Clostridium tetani
Acinetobacter baumannii
Vibrio parahaemolyticus
Bacillus anthracis
Burkholderia pseudomallei
Mycobacterium tuberculosis
Helicobacter pylori
Enterococcus faecalis
Bacillus cereus
Vibrio cholerae =
Neisseria meningitidis ==
Clostridium botulinum ===
Peptoclostridium difficile Hm——
Staphylococcus aureus I
Streptococcus pneumonice  —————

0 2 4
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®Agua - 28

B Sedimento - 23
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Vibrio vulnificus

Vibrio splendidus

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae
Pseudomonas aeruginosa
Neisseria meningitidis
Mycobacterium tuberculosis
Legionella pneumophila
Helicobacter pylori
Enterococcus faecalis
Ehrlichia spp

Coxiella burnetii
Corynebacterium diphtheriae
Bacillus cereus
Peptoclostridium difficile
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium avium
Clostridium botulinum
Burkholderia pseudomallei
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Vibrio vulnificus
Stenotrophomonas maltophilia
Photobacterium damselae
Legionella pneumophila
Klebsiella pneumoniae
Grimontia hollisae
Aeromonas veronii
Acinetobacter calcoaceticus
Tsukamurella
Mycobacterium kansasii
Listeria monocytogenes
Coxiella burnetii
Corynebacterium diphtheriae
Clostridium tetani
Burkholderia mallei
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium avium
Ehrlichia spp

Vibrio splendidus
Clostridium perfringens
Helicobacter pylori
Burkholderia pseudomallei
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Neisseria meningitidis
Enterococcus faecalis
Bacillus cereus

Bacillus anthracis

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae
Mycobacterium tuberculosis
Clostridium botulinum
Peptoclostridium difficile
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
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Vibrio vulnificus = 11,28 Especies patégenas detectadas Vibrio alginolyticus %= 12. 35 Especies patogenas detectadas
Mycobacterium kansasii ™ Cerca de la estacion de gasolina Elizabethkingia..= Cerca de la poblacion (borde habitado)
Corynebacterium diphtheriae

Mycobacterium avium

Campylobacter jejuni

Leptospira interrogans Burkholderia mallei
Legionella pneumophila Tsukamurella
Coxiella burnetii Legionella pneumophilq
Campylobacter coli

Clostridium tetani Acinetobacter calcoaceticus

Mycobacterium avium
Francisella tularensis
Photobacterium damselae
Mycobacterium xenopi
Ehrlichia spp

Clostridium tetani

Vibrio splendidus

Vibrio furnissii

Coxiella burnetii
Clostridium perfringens
Vibrio vulnificus
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis
Bacillus anthracis
Burkholderia pseudomallei
Helicobacter pylori
Neisseria meningitidis
Bacillus cereus

Vibrio parahaemolyticus
Mycobacterium tuberculosis
Acinetobacter baumannii

n _ Vibrio cholerae
Agua 17 Clostridium botulinum
Peptoclostridium difficile
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae

Acinetobacter baumannii
Vibrio splendidus

Vibrio parahaemolyticus
Bacillus cereus

Vibrio cincinnatiensis
Corynebacterium diphtheriae
Burkholderia mallei
Photobacterium damselae
Mycobacterium xenopi
Ehrlichia spp

Neisseria meningitidis
Bacillus anthracis
Mycobacterium tuberculosis
Enterococcus faecalis
Burkholderia pseudomallei
Vibrio cholerae

= Sedimento - 25 ® Sedimento - 28

HAgua- 25

Clostridium botulinum
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Helicobacter pylori
Peptoclostridium difficile
Streptococcus pneumoniae
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Staphylococcus aureus

0 1 2 3 4 0 1 2 3 h
Vibrio vulnificus = 13. 27 Especies patégenas detectadas Vi@rio vulnificus = 14. 35‘ Especies patégena§ detectadas
Vibrio splendidus == en Periferia basurero Photobacterium damselae = en el Ojo de agua - Anidamiento de aves
Legionella pneumophila ™
Photobacterium damselae wa Grimontia hollisae ™
Leptospira interrogans = Campylobacter fetus ™
Elizabethkingia.. == Burkholderia mallei =
L Leptospira interrogans ==
Ehrlichia spp = Klebsiella pneumoniae ws
Coxiella burnetii == Corynebacterium diphtheriae ws
Corynebacterium diphtheriae == Brucella abortys -
Clostridium tetani wm . Aeromonas hydrop hlla =
Acinetobacter calcoaceticus ==
Burkholderia cepacia Campylobactercoli ™=
Vibrio parahaemolyticus = Vibrio splendidus B
Pseudomonas aeruginosa == Pseudomonas aerugunosa =
. . s Ehrlichia spp B
Neisseria meningitidis Coxiella burnetii B
Mycobacterium xenopi = Clostridium tetani Ba
Mycobacterium avium w— Aeromonas veronii B
Bacill hraci Clostridium perfringens ==
acillus anthracts Mycobacterium avium B
Acinetobacter baumannii w—

Neisseria meningitidis ==
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Yersinia enterocolitica
Legionella pneumophila
Grimontia hollisae
Corynebacterium diphtheriae
Brucella abortus
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Figura 24 Por diez mil /.00) de las especies patégenas de interés en cada punto
muestreado tanto en agua como en sedimento — 1. Bajo de 10 (mar adentro), 2.
Puerto de abrigo — mar, 3. UMDI, 4. LANRESC punto 3, 5. LANRESC punto 5, 6.
Este del muelle, 7. Oeste del muelle, 8. Desagtie de la granja camaronera, 9.
Puerto de abrigo — mirador, 10. Puerto de abrigo — laguna, 11. Cerca de la estacion
de gasolina, 12. Cerca de la poblacién (borde habitado), 13. Periferia al basurero,
14. Ojo de agua - anidamiento de aves, 15. Ojo de agua — La Carbonera, 16. Ojo
de agua - La Bocana, 17. La Bocana entrada, 18. La Bocana fondo medio, 19. La
Bocana fondo profundo.
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6.2.3.2. Agentes etiologicos en cada ambiente

Se agruparon las 65 especies en cada medio en las que fueron detectadas,
con lo que se establecio: 54 especies en sedimento (figura 25), y 54 en agua
(figura 26). En forma descendente, las primeras 10 posiciones de las
especies en el sedimento las conforman: Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Peptoclostridium difficile, Clostridium botulinum,
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae,
Burkholderia pseudomallei, Acinetobacter baumannii y Helicobacter pylori,
con valores de por diez mil entre 51.69 y 7.49.

En el agua, en las 10 primeras posiciones estan: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Peptoclostridium difficile, Clostridium tetani,
Clostridium  botulinum, Aureobasidium pullulans, Vibrio cholerae,
Burkholderia pseudomallei, Acinetobacter baumannii y Mycobacterium
tuberculosis, con valores entre 50.97 °/000 ¥ 7.50 ©/000. Es pertinente aclarar
que, para que la escala de la grafica evidenciara mejor el comportamiento
de la mayoria de las muestras, a las cuatro especies (Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Clostridium tetani y Aureobasidium
pullulans) del punto ojo de agua La Bocana se les ajusto el valor en la grafica,
teniendo un valor real de por diez mil de 12.47.

Se hizo el ejercicio de establecer el orden de las especies en el agua sin el
ojo de agua La bocana, y se encontro en los 10 primeros lugares a
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Peptoclostridium difficile,
Clostridium  botulinum, Vibrio cholerae, Burkholderia pseudomallei,
Acinetobacter baumannii, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori y
Enterococcus faecalis con valores desde 6.26 ©°/,0 hasta 38.58 ©/00,
incorporandose las dos ultimas especies enlistadas, y a su vez remplazando
al Clostridium tetani (paso de tener un por diez mil de 14.19 a 2.61) y
Aureobasidium pullulans (salié del consolidado general) respecto al primer
planteamiento.

Para la visualizacion y reconocimiento global de las especies patogenas de
interés detectadas en los diferentes puntos de muestreo, se realizé tanto una
tabla semaforizada con las especies presentes en cada medio (tabla 12),
como un mapa georreferenciado con la microbiota patogena mas recurrente
en cada punto (figura 27).
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Figura 25 Por diez mil (°/00) de lecturas de las 54 especies patégenas detectadas
en las muestras de sedimento
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Figura 26 Por diez mil (°/00) de lecturas de las 54 especies patégenas detectadas
en las muestras de agua
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Tabla 12 Deteccién de especies patégenas por punto en la costa marina y ciénaga
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Figura 27 Mapa con la microbiota detectada

72



7. Discusion de resultados

Tras la deteccion y cuantificacion del ADN por los diferentes métodos de
extraccion y sus variaciones, y con las pruebas de purificacion realizadas,
se establecido que el mejor método para las muestras aqui analizadas es el
de lisis in situ - absorcion en silice, por lo cual fue la tinica metodologia
usada en esta investigacion para la obtencion del ADN metagenomico. Cabe
aclarar que el ADN obtenido permitié establecer la microbiota presente en
las muestras independiente de su viabilidad (Nogales et al., 2011; Rodriguez
et al., 2009).

La cuantificacion del ADN es especifica para estas moléculas con el kit
empleado en la técnica de fluorometria (PROMEGA, s.f.), razén por la que
este método fue el empleado como referente para la obtencion de la
concentracion del ADN metagenomico; esta técnica no reporta la pureza con
la que el ADN se encuentra en las muestras, por lo que se us6 como base
la técnica de espectrofotometria para esta informacion. Al comparar las
concentraciones del ADN con las dos técnicas, se hizo evidente las
diferencias en los valores que reportaban, siendo los de espectrofotometria
mayores. Esto obedece a que en la longitud de onda en la cual se realiza la
lectura de las absorbancias hay otras moléculas que pueden interferir
(Arenas & Lopez, 2004; Thermo Scientific, 2013).

Durante todo el tratamiento informatico, se perdi6 una gran parte de las
secuencias, y el porcentaje mayoritario fue tras la union de estas (join); en
la muestra que se conservdé mayor cantidad de lecturas permanecio el
51.82 %, y la que perdi6é la mayor parte de estas permanecio con 11.69 %
(tabla 8). El filtro de calidad con Phred 20, llevo a que las lecturas de trabajo
se redujeran un poco mas, removiendo entre un 21.66 % y 4.92 % de las
secuencias (tabla 8), pero ello permitié que las lecturas que permanecieron,
tuvieran una calidad adecuada para el trabajo a desarrollar (Li et al., 2008).

La eliminacion de adaptadores e iniciadores es el paso con el que se culminé
el preprocesamiento de las lecturas para la asignacion, ajustando el tamano
de las secuencias de las muestras entre 19 - 592 pares de bases (pb) hasta
54 - 592 pb. La evaluacion en el programa FastQC antes de los procesos
mencionados, y con las secuencias listas para ingresar a la plataforma de
OneCodex (tabla 9), sirvio para constatar el aumento en el cumplimiento de
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los parametros de calidad de las secuencias, tras el tratamiento informatico.
Las secuencias crudas (R1 y R2) que “presentaron fallos” o “generaron
avisos”, tras la unién, cambiaron su estadio a “cumplir con el criterio”,
menos los items referentes a “contenido de CG por secuencia” (continuaron
con fallas menos las tres muestras de puerto de abrigo sedimento), y de la
“calidad por base”; este ultimo quedo en todos los puntos menos en el
puerto de abrigo mar agua “generando avisos”. De igual forma, se evidencio
que R1 tiene una calidad mayor que R2.

La rarificacion solo se realizo dentro del analisis, para establecer la similitud
en general de las muestras con todos los OTUs, mas no para lo concerniente
a las especies patogenas; esto debido a que es de interés, las especies con
bajo numero de asignaciones, y al momento de rarificar, estas son las
primeras lecturas que tienden a desaparecer.

Se estableci6 por medio de la curva de rarefaccion (figura 7), que el esfuerzo
de muestreo no fue lo suficientemente exhaustivo, lo cual se evidencia al no
alcanzar el comportamiento asintotico, dejando ver que se requiere hacer
mas muestreos. Tras la ausencia del comportamiento en menciéon, se
decidio el valor de rarificacion, con base en minimizar la perdida de
muestras para este analisis, estableciendo el corte en 29 992 lecturas,
correspondientes a la muestra de agua de Bajo de 10 (mar adentro), lo que
dejo por fuera 7 muestras entre ciénaga y costa marina, tanto de agua como
de sedimento.

En el dendograma de OTUs (figura 8) fue claro el comportamiento
generalizado de agrupacion, las muestras de sedimento al costado izquierdo
y en el otro las de agua; ello permitio establecer que hay similitud entre las
muestras de los ambientes estudiados, esto con base en la disimilitud
definida por Bray Curtis. Asi mismo, se reflejaron subagrupamientos de las
muestras que pertenecian a la ciénaga y a la costa marina, lo que permitio
inferir que la comunidad bacteriana guarda similitud entre los ambientes a
pesar de su distanciamiento geografico. También se observo que hay
similitud entre el sedimento y agua subyacente (Botello, 2005) en las
muestras del puerto de abrigo mar.

Con las muestras que quedaron tras la rarificacion, se establecio que en el
sedimento (figura 13), el lugar mas equitativo segin el Indice de
equitatividad de Pielou, es cerca de la poblacion (borde habitado), en donde
los OTUs tiene abundancias similares; esta informacion fue concordante
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con el indice de Simpson, que dejo a cerca de la poblacion como la muestra
de menor comportamiento dominante (puesto 11). Este mismo punto,
también quedo clasificado como el mas diverso frente a sus semejantes
segun Shannon, y con una riqueza que lo pondero en el quinto lugar para
este item. La muestra Bajo de 10 en sedimento se clasifico como, la de
menor equitatividad, menor diversidad y menor riqueza, teniendo el
segundo lugar en dominancia. En este medio, la muestra que tuvo la mayor
riqueza de OTUs fue La Bocana fondo profundo.

Al comparar los indices en las muestras de agua (figura 14), se clasifico
como la muestra con mas diversidad y con mayor equitatividad, al ojo de
agua del anidamiento de aves, concordante con el indice de Simpson, que
indica tiene la menor dominancia; este punto quedo en segundo lugar en
cuanto a la riqueza. En contraposicion, esta la muestra de Bajo de 10, que
quedo en el ultimo puesto (15) de riqueza y diversidad, teniendo el segundo
lugar en dominancia, y el penultimo en equitatividad. La muestra con el
menor Indice de equitatividad de Pielou, fue La Bocana Fondo profundo,
correspondiente con su posicion de dominancia (primer lugar).

De todas las muestras analizadas, la relacion mas cercana entre el agua y
el sedimento, respecto al analisis de los indices, es Bajo de 10, ya que se
ponderé como el punto con menor riqueza de OTUs y menor diversidad en
los dos medios.

Por medio de este estudio, se hizo el reconocimiento en el noroeste de la
peninsula de Yucatan, de las especies presentes de interés con caracter
patogeno, que se han informado pueden causar enfermedad al ser humano
en la zona (INNSZ, 2013) y el resto del mundo (OMS, s.f.c). La
caracterizacion fue a nivel cualitativo, ya que no se contemplo en el alcance
del estudio, establecer la presencia de cepas patogenas, su viabilidad, genes
de virulencia y abundancias, informaciéon que permitiria saber si la
presencia de estos microorganismos hallados, representan en cada uno de
los medios, un riesgo para la salud de los humanos y/o animales que alli
transitan (Lee et al., 2013; Nogales et al., 2011; Rodriguez et al., 2009). Los
muestreos llevados a cabo en esta investigacion fueron puntuales, por los
que las detecciones corresponden a un punto de la zona en particular, en
cierta temporada del ano, en un momento determinado, por lo que esas
condiciones particulares, quiza pudieron haber influido en las variaciones
de la microbiota, entre las zonas y medios.
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El ciclo de vida de algunos agentes etiologicos depende de la posibilidad de
escapar de su hospedero y contactar y penetrar uno nuevo (Atlas & Bartha,
2002; Friman et al., 2011); otros, por el contrario, son oportunistas, tienen
la capacidad de sobrevivir y proliferar en diferentes ambientes, esto debido
a las interacciones que establecen con la comunidad microbiana y su
entorno (Lee et al.,, 2013; UNAVARRA, 2004). En este estudio, se hallaron
tanto patéogenos estrictos, que no hacen parte de la flora habitual del medio
o huésped, como oportunistas (figura 22). En la literatura no hay evidencias
de la forma en que el medio en el que se desarrollan estos microorganismos,
y sus condiciones bidticas y abiodticas, influye en el caracter de
patogenicidad (Friman et al., 2011); mas se han realizado estudios, que han
establecido la influencia o perturbaciones que pueden sufrir los genes de
virulencia, por variaciones en el entorno, por ejemplo, cambios en la
temperatura (Lee et al., 2013; Mauchline et al., 1994; Maurelli et al., 1984).

En algunos estudios se ha establecido que parametros como la salinidad,
pH y temperatura, pueden definir la comunidad microbiana de un
determinado habitad, ya que los organismos tienen que estar adaptados a
estas condiciones en particular para sobrevivir (Lara, 2010; Oberbeckmann
et al., 2012; Salloto et al.,, 2012). Parte de los factores a los que estan
expuestos los microorganismos en la peninsula, incluyendo los agentes
etiolégicos aqui estudiados, se relacionan con las descargas de agua
contaminada, que fluyen hacia las aguas subterraneas y que desembocan
en la costa (Batllori et al., 2006; Epstein & Rapport, 1996); esta situacion
genera ambientes con cargas altas de nitratos y silicatos, y en menor
proporcion de fosfatos y material particulado (Herrera et al., 2010; Nogales
etal, 2011).

La interaccion entre el mar y el ecosistema interno tras la barra de arena
en Sisal, se ve afecta por la morfologia de la zona y sus condiciones
dinamicas naturales, como las corrientes y las mareas (diurnas), lo cual
favorece los procesos de mezcla e intercambio entre estos (de la Lanza &
Montes, 1999; Gutiérrez, 2010). Sumado a esto, estan las afectaciones
antropogénicas al medio, las cuales consisten en asentamientos humanos
que se han desarrollado a lo largo de la ciénaga, ganando terreno a este
ambiente, mediante rellenos con desechos y materiales perecederos (Batllori
et al., 2006). En el Puerto puntualmente, no se cuenta con un sistema de
tratamiento y disposicion de aguas residuales, ni de alcantarillado (Urrea,
2012); sin embargo, hablando con la poblacion local, se establecié que la
disposicion de las aguas residuales, se maneja por medio de fosas sépticas,
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algunas casas cuentan con este sistema y otras aun tienen letrinas. Estas
practicas, y dadas las caracteristicas carsticas del suelo, lleva a la
exposicion directa y filtracion de los lixiviados por percolacion al manto
freatico.

Las especies de manglar han demostrado tener tolerancias a los cambios en
el nivel del mar, la salinidad y las tormentas (Herrera et al., 2010); pero ello
no significa, que no se vean alteradas las zonas estuarinas, sus procesos de
mezcla, la salinidad, masas de agua (aumento), y las comunidades que alli
habitan, debido a la elevacion del nivel del mar (Rivera et al, 2010). El
manglar de Sisal se ha caracterizado como hipersalino, y con baja
concentracion de nutrientes (Herrera et al., 2010).

Las mediciones in situ de los parametros fisicoquimicos, y los analisis de
laboratorio realizados, permitieron caracterizar las zonas de estudio en un
momento dado; valores similares a los encontrados en la literatura (Acuna
et al.,, 2008; Astorga & Silva, 2005; Barrera & Namihira, 2004; Batllori et
al., 2006; Calva et al., 2000; de la Lanza & Montes, 1999; de la Lanza, 2001;
Hernandez, 2000; Morales, 2007; Zavala, J. et al.,, 2005). Sin embargo,
aunque hay condiciones semejantes entre puntos de ambientes similares,
no son datos suficientes para realizar descripciones, comparaciones o
correlaciones con la comunidad bacteriana patogena presente y su
desarrollo (Fuhrman et al., 2006; Nogales et al.,, 2011; Underwood, 2000;
Zhang et al., 2009).

Los sedimentos se pueden considerar como un reservorio o trampa de los
microorganismos y contaminantes, que circundan en la columna de agua y
todo lo que a ella llega, pero en cierto momento, se puede ver como la fuente
que la contamina tras liberar o dejar biodisponible su contenido retenido
(Botello, 2005; Malham et al, 2014; Nogales et al, 2011). Este
comportamiento se podria decir que se vio reflejado en 14 puntos de los
muestreados, donde, de los 65 microorganismos de interés detectados, se
compartieron entre los medios, desde nueve especies en LANRESC punto 3,
hasta 23 de ellas en puerto de abrigo laguna, cerca de la poblacion y La
Bocana entrada (tabla 12). Al hacer referencia a la microbiota patogena que
se hallé en conjunto en los medios (agua y sedimento), se quiere ver un
comportamiento global por punto, mas no se pretende hacer comparacion
entre estos, ya que son muestras de origen distinto, con caracteristicas
fisicas y quimicas diferentes, y muestreos propios para cada medio.
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En las Gltimas décadas, el crecimiento poblacional en las zonas costeras de
Meéxico ha ido en aumento, lo que se cree segin proyecciones podria
continuar asi, demandando una mayor presion sobre el ambiente y sus
bienes (Azuz & Rivera, 2007). El desarrollo de la civilizacion, y la
implementacion de sus diversas actividades economicas y domésticas, han
llevado a generar cada vez, mayor cantidad de fuentes difusas y directas
que se descargan a rios, estuarios, canales y otros cuerpos de agua (OPS,
s.f.d).

La hidrologia de las lagunas costeras de Yucatan se ve influenciada por el
aporte de aguas subterraneas, aguas residuales, los tiempos de residencia
del agua, escorrentias superficiales y fuentes exogenas como las excreciones
de la fauna propia del entorno, factores determinantes en la calidad del
agua (Herrera, 2006; Olivas et al., 2011). Esta dinamica no solo aporta
contaminantes del entorno, también lleva nutrientes, flujo constante de
materiales y recursos vivos (OPS, s.f.d). Estas zonas por estar en contacto
directo con las personas, y al ser recreativas, tanto para nadar como para
la pesca, deben estar permanentemente monitoreadas.

Se hizo un agrupamiento parcial de los géneros reportados como patogenos
y que fueron detectados (figura 16), de acuerdo al reservorio o
caracteristicas propias que se han descrito en la literatura; posteriormente
se amplia la descripcion de cada uno, tanto para el género como para las
especies. La finalidad es establecer los posibles focos predominantes o la
procedencia de la microbiota en cuestion. Algunas especies hacen parte de
mas de un grupo, mas solo se ubicaron en un conjunto, (I) especies que
tienen como reservorio las aves: Aeromonas, Campylobacter, Chlamydia y
Helicobacter; (II) especies con reservorio en mamiferos y vectores: Brucella,
Coxiella, Ehrlichia, Francisella, Salmonella y Yersinia; (III) especies con
reservorio en humanos: Enterococcus, Klebsiella, Shigella, Staphylococuusy
Streptococcus; (IV) especies ubicuas: Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia,
Clostridium, Listeria, Mycobacterium, Pseudomonas'y Vibrio.

En el acuerdo CE-CCA-001/89 se establecen los criterios ecologicos de
calidad del agua, en €l se menciona que, para aguas costeras, el conteo de
los coliformes fecales debe estar entre O — 200 NMP/100 ml. Como el
analisis se realizo por cuenta en placa de bacterias, los valores de referencia
que se usaron son 126 UFC/100 ml (EPA, 1986). En el reporte de las
muestras se encontro que las zonas de la costa marina analizadas dieron
negativo para coliformes fecales, menos LANRESC punto 3 con
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60 UFC/100 ml, valor que indic6 presencia de c. fecales, pero dentro de lo
permitido; en el caso de la ciénaga, la ilnica muestra que excede el valor de
referencia, es el ojo de agua anidamiento de aves (300 UFC/100 ml), lo cual
se podria relacionar bajo la constante presencia de grandes multitudes de
aves, y su asentamiento de anidaciéon en el punto.

La mnorma NMX-AA-120-SCFI-2006 establece los requisitos y
especificaciones de sustentabilidad de calidad de playas, y tiene establecido
para enterococos un valor de O — 100 NMP/100 ml, pero este indicador no
se midio en la investigacion; mas se establecio por secuenciacion masiva, la
presencia de Enterococcus faecalis en todas las muestras, en los dos
ambientes, menos en Bajo de 10 y el ojo de agua La Bocana (tabla 12).

En cuanto a los coliformes totales, no se encontré una norma mexicana que
los tuviera como indicador en estos ambientes trabajados, pero segun la
EPA para aguas recreativas, el conteo de estos no debe superar
200 UFC/100 ml (EPA, 1986). Los resultados indicaron que la presencia de
patogenos termotolerantes (OPS, s.f.c) estaba por arriba de los limites
permitidos en algunas muestras (anexo 2); cuatro muestras fueron
incontables (LANRESC punto 3, este del muelle, desaglie de la granja
camaronera y periferia al basurero), ojo de agua anidamiento de aves y
UMDI tuvieron valores por arriba de lo permitido, y el resto de las muestras
analizadas estuvieron entre lo normado (ojo de agua La Carbonera,
LANRESC punto 5, oeste del muelle y Bajo de 10). Por secuenciacion
masiva, se corroboroé la presencia de Klebsiella (coliforme termotolerante) en
UMDI, LANRESC punto 5, ojo de agua anidamiento de aves, puerto de
abrigo mirador y puerto de abrigo laguna. (Harwood et al., 2014; McQuaig
et al.,, 2012; Staley et al., 2012; Stewart et al., 2008).

Para facilitar la descripcion posterior de los géneros, y las especies presentes
de interés en las diferentes muestras, se hacen dos aclaraciones: (I) se hizo
referencia como “todas las muestras” al grupo analizado de muestras
excluyendo el ojo de agua La Bocana, en el cual se detectaron cuatro
especies de interés (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Clostridium tetani y Aureobasidium pullulans), y seran analizadas mas
adelante. (II) De los 19 puntos muestreados (18 muestras de agua y 15 de
sedimento), cinco se analizaron en un solo medio (cuatro en agua, este del
muelle desaglie de la granja camaronera, periferia al basurero y ojo de agua
La Bocana; una en sedimento, oeste del muelle), y en los 14 restantes, se
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establecio la microbiota compartida entre el agua y el sedimento subyacente
(tabla 12).

De los géneros identificados como potencialmente patogenos en la literatura
(OMS, s.f.b; Wattam et al., 2017), se encontraron por asignacion a este nivel
taxonomico 26 (22 en sedimento y 23 en agua - figura 15 y 16). A tres de
estos géneros (Borrelia, Escherichia y Rickettsia), no se les relacion6 con las
especies de interés detectadas en la secuenciacion; los 23 géneros restantes,
se les vinculé con 44 de las especies patogenas encontradas. De los 22
géneros en sedimento, 20 de ellos tuvieron como minimo un representante
dentro del listado de las especies de la investigacion, y en el agua, de los 23
géneros se relacionaron 21 a las especies en estudio (tabla 11).

El dendograma de abundancias relativas de géneros con potencial patogeno
(figura 21), continud parcialmente con el comportamiento descrito en el
dendograma de OTUs, ya que agrupo en diferentes costados gran parte de
las muestras de agua y sedimento (costado derecho). Las muestras de agua
se agruparon en un subconjunto de ocho muestras de ciénaga, antecedidas
del ojo de agua La Bocana que no presento similitud con sus semejantes, y
seguidas de una agrupacion de muestras de agua de costa, que poco a poco
se fueron mezclando con muestras de sedimento (todas con disimilitudes
menores a 0.5). Posterior a este comportamiento, se concentraron las
muestras de sedimento mezcladas entre mar y ciénaga; las agrupaciones
que alli se resaltan son las de los ojos de agua, y nuevamente la de
sedimento y agua del puerto de abrigo mar (comportamiento observado en
el dendograma de OTUs).

Al comprar la asignacion de secuencias a nivel de género y especie en las
muestras, se evidencid6 que en el documento exportado en Excel de
OneCodex, no se reportaron algunos géneros de especies de interés
identificadas en ciertas muestras; esto obedece a no asignarse lecturas a
este nivel taxonomico, en las mismas muestras donde aparecen las
especies. Los géneros en los que se detectdé este comportamiento son:
Coxiella, Enterococcus, Helicobacter, Klebsiella, Listeria, Mycobacterium,
Shigella, Streptococcusy Vibrio.

El género Acinetobacter esta compuesto por organismos aerobios,

distribuidos ampliamente en la naturaleza (Gales et al., 2001). Se han
aislado en muestras de agua y suelo (Baumann, 1968), lo que concuerda
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con el analisis a nivel de género, con la deteccion en 16 muestras de agua
y 15 de sedimento (figura 19 y 20).

A él pertenecen algunas especies causantes de infecciones graves, en las
vias respiratorias y urinarias a nivel intrahospitalario, tales como
Acinetobacter baumannii y Acinetobacter calcoaceticus; no son comunes los
casos de infeccion en personas sanas (Gales et al., 2001; Pantophlet et al.,
2002). En tiempos recientes, la comunidad cientifica se ha interesado en
estas dos especies por sus capacidades metabdlicas, potencialmente utiles
en biorremediacion en areas contaminadas, con hidrocarburos tanto
alifaticos como aromaticos (Lal & Khanna, 1996; Leahy et al., 2003; Shiri et
al., 2014).

Algunos reportes donde se identifico A. baumannii son de la costa de
Turquia y el Pacifico a nivel de Estados Unidos y México (Bojorquez et al.,
2016; Kulah et al., 2010; Steele et al., 2005), no se encontraron reportes en
ciénaga. Dentro de la investigacion se encontro presente esta especie en
“todas las muestras”, en 11 puntos en los dos ambientes (Bajo de 10 - mar
adentro, puerto de abrigo mar, UMDI, LANRESC punto 5, puerto de abrigo
mirador, puerto de abrigo laguna, cerca de la poblacion (borde habitado),
La Bocana entrada, La Bocana fondo medio, La Bocana fondo profundo y
ojo de agua anidamiento de aves), dos en sedimento (oeste del muelle y cerca
de la estacion de gasolina) y cinco en agua (LANRESC punto 3, desagle
granja camaronera, este del muelle, ojo de agua La Carbonera y periferia al
basurero).

A. calcoaceticus se ha encontrado en muestras de la zona costera en el golfo
Pérsico, Antartica, oeste de India, en el Atlantico y golfo de México (Buck et
al., 2006; Kokare et al., 2007; Radwan et al., 1999; Yakimov et al.,, 2004);
en sistemas lagunares estuarinos fue reportada en Brasil, Nigeria, golfo
Pérsico y el Pacifico mexicano (Kafilzadeh et al., 2013; Moreno et al., 2015;
Pines & Gutnick, 1984). En el estudio se detect6 en la ciénaga, en el agua
de la UMDI y el sedimento de LANRESC punto 5; en la costa marina, en los
dos medios (La Bocana entrada), en agua (puerto e abrigo laguna y ojo de
agua anidamiento de aves) y sedimento (cerca de la poblacion).

Aeromonas son un grupo de bacterias Gramnegativas, anaerobias
facultativas, ubicuas tanto en agua dulce como salobre, también en el suelo,
sedimentos y lodos (OPS, s.f.a; Joseph et al., 1988; Parker & Shaw, 2011);
dentro del estudio, el género se identifico principalmente en las muestras
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de ciénaga (ocho de agua y dos de sedimento) y en la muestra de costa
marina de puerto de abrigo mar en los dos medios (figura 19 y 20).

La mayoria de las especies pertenecientes a este género, han sido asociadas
a enfermedades humanas y en animales, algunas de ellas son: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii y Aeromonas schubertii. Dentro de las
enfermedades reportadas que estas especies pueden ocasionar en humanos
esta, gastroenteritis por consumir agua o alimentos contaminados (Janda
& Duffey, 1988; Rajal et al., 2010), e infecciones de heridas por exposicion
a agua contaminada (Gold & Salit,1993; Kelly et al., 1993). Las Aeromonas
han sido aisladas de muchas especies de aves, considerandolas reservorios
(Joseph et al., 1988; Santos et al., 2012), lo que podria relacionarse con la
mayoria de los puntos en los cuales se detect6 en esta investigacion (figura
17y 18).

En particular, Aeromonas hydrophila ha sido aislada de zonas costeras de
Puerto Rico, Italia, Brasil y el Pacifico de México (Fiorentini et al.,, 1998;
Hazen et al.,, 1978; Pereira et al., 2008; Vazquez, R. et al.,, 2005), y en
sistemas lagunares del sur del golfo de México y la costa atlantica de
Estados Unidos (Aguirre et al.,, 2007; Kaper et al, 1981). Dentro de la
busqueda desarrollada, se detecto A. Hydrophila tanto en las muestras de
la costa marina (sedimento de la UMDI), como en la ciénaga, esta ultima en
el agua de las muestras del ojo de agua anidamiento de aves y La Carbonera.

Aeromonas veronii ha sido reportada en las costas de Chile, y el sur de Brasil
(Gonzalez et al., 2009; Pereira et al., 2008), también en lagunas costeras de
Portugal (Cruz et al., 2007); en la investigacion se detecté en una muestra
en agua de mar (LANRESC punto 3), y en ciénaga, en tres muestras de agua
(puerto de abrigo laguna y ojo de agua La Carbonera) y sedimento (La
Bocana entrada y La Bocana fondo profundo), una de ellas con presencia
en los dos medios (ojo de agua anidamiento de aves).

Aeromonas schubertiila han encontrado en zonas costeras del sur de Brasil,
Italia y Turquia (Fiorentini et al, 1998; Onuk et al.,, 2013 ; Pereira et al.,
2008); en el estudio se establecio en dos puntos de sedimento de la costa
marina: UMDI y LANRESC punto 5. Para A. schubertii no se encontro en la
busqueda algun reporte con identificacion en lagunas costeras, mas en la
investigacion se detectd en el sedimento de La Bocana entrada y puerto de
abrigo mirador, perteneciente a este ambiente. Estas especies también
tienen capacidades metabodlicas utiles en procesos de biorremediacion,
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como la produccién de biosurfactantes, la degradacion de compuestos
organicos y metales (Cruz et al., 2007; Hamed et al., 2012; Kaczorek et al.,
2010; Lee et al., 2000).

Las Dbacterias pertenecientes al género Bacillus, son organismos
Grampositivos, aerobios, que pueden formar esporas resistentes a las altas
temperaturas, y a los desinfectantes quimicos corrientes (Sliman et
al.,1987). Son ubicuos en la naturaleza, y se han aislado de muestras de
suelo, agua del mar y rios (Banat et al., 2004; Sliman et al.,1987). El género
se detecté en 10 muestras de sedimento (dos de mar) y en 12 muestras de
agua (ocho de ciénaga) (figuras 19 y 20).

A este género pertenecen especies patogenas como Bacillus anthracis,
causante del antrax, que dependiendo de la cepa puede ser altamente
virulenta (Helgason et al.,, 2000; Schuch & Fischetti, 2009); el antrax o
carbunco, es una enfermedad de tipo zoonotica, que, aunque en humanos
no es frecuente, se puede adquirir por contacto directo con el animal
infectado (Ledermann, 2003). Esta especie, aunque es comun en la
naturaleza en muestras de suelo, no se encontro reporte en la literatura en
muestras de agua y sedimento de zonas costeras, ni de lagunas costeras;
los hallazgos de este estudio, reporta que B. anthracis se detecto en “todas
las muestras” en los dos medios, menos en el desaglie de la granja
camaronera, LANRESC punto 3 y Bajo de 10 agua.

Otra especie Bacillus es B. cereus, causante comun de intoxicaciones
alimentarias (Helgason et al., 2000), igualmente ubicuas en la naturaleza.
Han sido reportadas en las costas de India, Sri Lanka y Marruecos
(Belattmania et al., 2016; Liyanage & Manage, 2016; Parvathi et al., 2009)
y en manglares de Tailandia (Chantarasiri, 2015). En la investigacion se
presento tanto en costa marina como en mar adentro y ciénaga, en nueve
puntos en los dos medios (Bajo de 10, puerto de abrigo mar, UMDI, puerto
de abrigo mirador, puerto de abrigo laguna, cerca de la poblacion (borde
habitado), La Bocana fondo medio, La Bocana fondo profundo y ojo de agua
anidamiento de aves), tres en sedimento (oeste del muelle, cerca de la
estacion de gasolina y La Bocana entrada) y cinco en agua (LANRESC punto
5, este del muelle, desaglie granja camaronera, periferia basurero y ojo de
agua La Carbonera). En la actualidad, B. cereus es usado como agente de
control biologico (pesticida), produccion de antibidticos, biorremediacion de
hidrocarburos y metales y produccion de bioetanol (Al-Baldawi et al., 2017;
Arafa et al., 2016; Jacobsen et al., 2004; Mukherjee et al.,, 2017; Shameer,
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2016; Shubhra et al., 2016; Silo-Suh et al., 1994; Zhang et al., 2016; Zhao
et al.,, 2009).

El género Brucella son cocobacilos Gramnegativos, aerobios estrictos, que
pueden considerarse parasitos para el hombre y los animales; produce la
enfermedad llamada brucelosis (enfermedad zoonotica) (Freer & Castro,
2001). No se encontraron reportes en la literatura en muestras ambientales
del género o de Brucella abortus. Se encontro informacion de la especie B.
Melitensis (reportada en México), que no fue de interés dentro de esta
investigacion, pero si muy afin, ya que puede contaminar el ambiente con
el aborto de un bovino infectado, por escorrentias de donde habitan
(bebedero y excreciones), al igual que por su leche y derivados, los cuales
pueden llegar al suelo y fuentes de agua cercanas; se relacionan otros
animales como perros, borregos y cabras (Lopez, s.f.). El principal anfitrion
de la B. abortus es el ganado vacuno (Godfroid, 2002; Halling et al., 2005).
Como género se presentd en una muestra de sedimento (cerca de la
poblaciéon) y en una de agua (La Bocana fondo profundo); esta ultima,
concuerda con una de las muestras en las que fue determinada la especie
de interés B. abortus, adicionalmente se detectdé en agua en dos puntos de
ciénaga (La Bocana fondo medio y ojo de agua anidamiento de aves) y uno
en la costa marina (LANRESC punto 3).

Los organismos pertenecientes al género Burkholderia, son bacilos
Gramnegativos, con metabolismo aerobio (de Mesa et al., 2006). Se reportan
34 especies pertenecientes, algunas de ellas patogenas, y se encuentran
distribuidos ampliamente en la naturaleza (Payne et al., 2005). Como género
se detectd en 13 muestras de sedimento y 13 muestras de agua, ausente en
el punto del puerto de abrigo mar (figura 19 y 20). En este género hay tres
especies de interés: Burkholderia cepacia, Burkholderia mallei y
Burkholderia pseudomallei. Son usados como agentes de control biologico,
en biorremediacion y en agricultura (Coenye & Vandamme, 2003).

La Burkholderia cepacia tiene alta capacidad adaptativa, y es resistente a
varios antibioticos (Jain & Bajpai, 2012); puede causar infecciones
oportunistas en plantas, animales y en pacientes con fibrosis quistica
(Mahenthiralingam et al., 2008). Ha sido recuperada en muestras de agua
y superficies humedas, incluyendo lagunas costeras en Brasil, zonas
costeras de Croacia y del golfo de México (Koo et al.,, 2014; Lemes et al.,
2008; Maravic¢ et al.,, 2012), esta cepa se identifico solo en la muestra de
periferia al basurero. B. cepacia es usada en la produccion de antibioticos,
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y degradacion de hidrocarburos aromaticos, mas su uso en biorremediacion
es restringido (de Mesa et al.,, 2006; Jain & Bajpai, 2012; Schmidt et al.,
2009).

Burkholderia mallei es el agente etiologico del muermo, enfermedad de
caballos, mulas y asnos, la cual puede trasmitirse por ingestion e inhalacion
a los humanos - arma biologica en la primera guerra mundial - (Coenye &
Vandamme, 2003). El reservorio de esta especie son los equinos y no
sobrevive en el medio ambiente (Ou et al.,, 2005); En la investigacion se
detectd en una muestra de sedimento de mar (Bajo de 10) y ocho puntos de
ciénaga (agua: puerto de abrigo mirador, cerca de la estacion de gasolina y
cerca de la poblacion (borde habitado); sedimento: La Bocana entrada, La
Bocana fondo profundo, ojo de agua anidamiento de aves y ojo de agua La
Carbonera; en los dos medios: puerto de abrigo laguna).

Burkholderia pseudomallei es un saprofito ambiental, endémico del sureste
de Asia, norte de Australia y algunas regiones en el Ecuador; en este estudio
se presento en “todas las muestras”, en los dos medios. Causa melioidosis
tanto en humanos como en animales; puede adquirirse por ingesta,
inhalacion y contacto en heridas expuestas tanto en el agua como en el
suelo (Ou et al., 2005). La enfermedad puede tardar en desarrollarse varios
anos tras la inhalacion del contaminante - los soldados de Vietnam
enfermaron 26 anos después - (Holden et al., 2004).

Campylobacter es un género Gramnegativo, microaerofilo o anaerobico,
tiene 16 especies y 6 subespecies, y la mayoria se asocia como agentes
etiologicos humanos a nivel gastrointestinal. La fuente de infecciones
principal son alimentos contaminados, consumo de agua, animales
domésticos y aves silvestres (Ramos et al.,, 2010; Santos et al., 2012); se
reportan como flora normal de aves de corral, cerdos y ganado (On &
Jordan, 2003). Se han detectado en el Mediterraneo occidental (Ramos et
al., 2010) y en playas de la costa de California (Yamahara et al.,, 2012).
Campylobacter se identifico en todas las muestras incluyendo el ojo de agua
La Bocana; contraste a las especies patdogenas de interés, que se
presentaron aleatoriamente en las muestras, evidenciando la presencia de
otras especies de este género en los puntos analizados.

Las especies Campylobacter coli y Campylobacter jejuni, al igual que las
otras especies Campylobacter son patogenos normalmente aislados del
tracto gastrointestinal de mamiferos y aves (OIE, 2008; On & Jordan, 2003).
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Su identificacion en zonas costeras esta relacionada con la presencia de
aves, pues son un reservorio importante de estas (Kapperud & Rosef, 1983;
Santos et al.,, 2012; Waldenstrém et al., 2002). Existen reportes en las
costas de Finlandia, y Nueva Zelandia (Hérman et al., 2004; Sinton et al.,
2007); no se encontro referencias acerca de su deteccion en lagunas
costeras, mas si se reporta en los resultados de esta investigacion. Se
detecto Campylobacter coli, en tres muestras de costa marina (puerto de
abrigo mar, LANRESC punto 5 y UMDI, los tres en agua, y este ultimo
también en sedimento) y tres de ciénaga (Sedimento: cerca de la poblacion
y ojo de agua anidamiento de aves; agua: ojo de agua La Carbonera).
Campylobacter jejuni solo se detecto en ciénaga, en cerca de la poblacion
borde habitado en el agua y en el sedimento del fondo medio y profundo de
La Bocana; Campylobacter fetus estuvo presente en el puerto de abrigo mar
en agua y en ojo de agua anidamiento de aves en el sedimento.

Los integrantes del género Chlamydia son pequenas bacterias
Gramnegativas, consideradas como parasitos obligados; causan una gran
variedad de enfermedades como neumonia, conjuntivitis, enfermedades de
transmision sexual y zoonoticas (Rahman et al.,, 2005). Los reportes de
identificacion de este género se concentran en muestras de humanos y de
animales. Ha sido identificado en muestras ambientales de agua de rios y
suelo (Lee et al.,, 1996; Thomas et al., 2006). Se detecté en la muestra de
puerto de abrigo mar en el agua y en La Bocana entrada en sedimento.

Chlamydia psittaci es un patogeno relacionado con las aves en general,
tanto de corral, mascotas como silvestres, siendo ellas reservorio del
patogeno; pueden ser asintomaticas y dispersarlo por medio de secreciones
y exudados al ambiente (Knittler & Sachse, 2015; Monsalve et al., 2011). Se
relaciona con la enfermedad zoonotica psitacosis u ornitosis, la cual es
adquirida por inhalacion (Knittler & Sachse, 2015); también se puede
adquirir por ingesta de agua o alimentos contaminados, contacto con
fomites y de persona a persona (poco frecuente) (FSPH, 2009); puede
producir en los humanos desde cuadros similares a una gripa hasta
encefalitis, neumonias y endocarditis (Monsalve et al., 2011). Por su facil
trasmision Estados Unidos la ha clasificado como agente bioterrorista. Se
ha registrado este patogeno en aves de Brasil, Australia, Eslovenia, Islas
Faroe y Colombia (Monsalve et al.,, 2011), en general en zonas tropicales y
subtropicales de todo el mundo (FSPH, 2009). Esta especie ha sido
identificada en muestras de suelo en Australia (Liesack & Stackebrandt,
1992), mas no se encontr6é un reporte especifico de ambientes costeros. En
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la investigacion, se detecté como especie solo en el sedimento de La Bocana
entrada.

Clostridium es un género de bacterias Grampositivas, anaerobias obligadas,
formadoras de endoesporas. A este género pertenecen algunas especies
patogenas como Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Clostridium
tetani y Clostridium difficile; también tiene otras especies benignas, la
mayoria con aplicaciones biotecnologicas (Heap et al., 2007; Heap et al.,
2009). Este género se encontré presente en todas las muestras de la
investigacion en los dos ambientes (figura 17 y 18). Su abundancia relativa
en el agua del puerto de abrigo laguna supero a los demas agentes
etiologicos presentes en este medio (todas menores a 200 °/00), por lo cual
la escala a nivel grafico se ajusto, teniendo este un valor de 426 °/.00 de
abundancia (figura 19).

Clostridium botulinum es una especie de bacteria comun en el suelo,
productora de la toxina botulinica, causante del botulismo (Smith, 1978).
Se ha identificado en muestras de sedimento marino en Groenlandia, y en
el agua de mar en Dinamarca (Huss, 1980). En este estudio se encontro
esta especie en “todas las muestras” en los dos ambientes. La toxina
botulinica A producida por estas bacterias, representa un especial interés
para la industria cosmética, también tiene aplicaciones a nivel médico
(oftalmologia, neurologia y dermatologia) (Ting & Freiman, 2004).

Clostridium perfringens se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente; algunas detecciones se han hecho en el suelo, agua, alimentos,
y en los intestinos del ser humano y otros animales. La patogenicidad de
esta especie se asocia con la produccion de diversas toxinas (Lindstréom et
al.,, 2011); dentro de las patologias que se le atribuyen esta la gangrena
gaseosa, intoxicaciones alimentarias, y enteritis necrosante. Los reportes
que se encontraron de la presencia de esta especie contemplan, muestras
de sedimento costero al sureste de Estados Unidos, agua de mar en el
Pacifico mexicano, agua de una laguna costera en Brasil y el sedimento de
una laguna costera en Italia (Curiel et al., 2012; Di Bonito et al.,, 2013;
Gonzalez et al., 2010; Mohammed et al., 2012). De las muestras trabajadas,
se encontro en Bajo de 10 sedimento y en dos de la costa marina: UMDI y
puerto de abrigo mar en sedimento y esta ultima también en agua; en
ciénaga, en seis puntos, uno en sedimento (puerto de abrigo laguna), una
en agua (ojo de agua La Carbonera) y cuatro en los dos ambientes (cerca de
la poblacion, La Bocana entrada, Bocana fondo profundo y ojo de agua
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anidamiento de aves). C. perfringens se ha reportado en biorremediacion de
areas contaminadas con compuestos nitroaromaticos (Guerrero, 2012).

Clostridium tetani es el agente etiologico del tétanos, que es ocasionado por
una neurotoxina (tetanoespasmina) producida por esta especie; la principal
via de transmision es por contacto de heridas abiertas con tierra, polvo o
heces contaminadas (Gavilan et al,, 2011). Se ha identificado en muestras
de suelo en Indonesia y cerca del mar Negro en Rusia (Pasechnik et al,
1981; Tempark et al.,, 2013). Esta especie en el trabajo se detect6 en Bajo
de 10, cuatro puntos de la costa marina, uno en sedimento (oeste del
muelle), uno en agua (LANRESC punto 5) y dos en ambos medios (puerto
de abrigo mar y UMDI); En la ciénaga, se hallo en todas las muestras
incluido el ojo de agua La Bocana, tanto en agua como en el sedimento
subyacente, menos en las muestras de cerca de la estacion de gasolina y La
Bocana fondo profundo en las que solo se detectd en sedimento. C. tetani
ha demostrado la capacidad de reducir herbicidas como el trifluralin, lo que
la hace 1til en procesos de biorremediacion (Erguven & Bayhan, 2016).

Peptoclostridium difficile (Clostridium difficile) es el principal responsable de
la patologia conocida como colitis seudomembranosa; son bacterias
ampliamente distribuidas en la naturaleza, principalmente en el suelo. Se
transmite de persona a persona via fecal-oral (Kelly et al., 1994; Leffler &
Lamont, 2015). Se encontraron reportes de su identificacion en muestras
de agua y sedimento de zonas costeras al oeste de Inglaterra (Al-Saif &
Brazier, 1996). Esta especie estuvo presente en “todas las muestras” menos
en el agua de Bajo de 10. En la revision realizada no se encontraron
aplicaciones biotecnologicas.

La tunica especie del género Coxiella, es C. burnetii; organismo
Gramnegativo, pleomorfico, asociados a la enfermedad conocida como
Fiebre Q (Klyachko et al, 2007). Es una enfermedad zoonoética de
importante atencion en todo el mundo, los animales de granja se consideran
como los principales reservorios de la bacteria (Shabbir et al., 2016). Los
animales infectados, pueden diseminar varias células de C. burnetii al
ambiente en eventos como los partos. En el medio estas bacterias
mantienen su capacidad de infeccion por largos periodos (Kersh et al,
2013). Los humanos pueden infectarse por la inhalacion de particulas de
polvo contaminadas en el aire, por contacto directo con leche, orina y heces
de animales portadores, y por garrapatas como vectores (Kazar, 2005; Kim
et al., 2005; Zhang, X. et al.,, 2011). En términos generales, esta especie se
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encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente (Kersh et al,
2010), se ha reportado en muestras de agua y sedimento marino, y en un
lago salino en India (Dudhagara et al, 2015; Xu et al, 2007). No se
encontraron reportes de detecciones en lagunas costeras, ni de aplicaciones
biotecnologicas adjudicadas a la especie. En el estudio se encontro en
“todas las muestras”, dos de ellas solo en un medio (ojo de agua
anidamiento de aves, en el agua y cerca de la estacion de gasolina en
sedimento).

La ehrlichiosis, es el nombre que reciben las infecciones causadas por los
géneros Ehrlichia, Anaplasmay Neoehrlichi. Estos géneros tienen en comun
un ciclo entre el vector que son las garrapatas, y animales vertebrados
contemplando al humano (Bakken & Dumler, 2015). Amblyomma
americanum es el vector de E. chaffeensis (ehrlichiosis monocitica humana
— EMH) (Eisen et al., 2013) y E. ewingii (ehrlichiosis ewingii humana - HEE),
reportadas solamente en Ameérica del Norte, pero con referencias que hay
evidencias en América del Sur y Asia (Bakken & Dumler, 2015; Merck Sharp
& Dohme Corp, 2016). La contaminacion de los medios por Ehrlichia se
atribuye a algunas especies de animales silvestres (Dawson et al.,, 1994) y
por rumiantes domésticos (Alekseev et al., 2001). No se encontré reportes
de estas especies en el ambiente, ni alguna aplicacion industrial o
biotecnologica. Ehrlichia fue detectada como género en 12 muestras de agua
y 12 muestras de sedimento (figura 19 y 20); como especie se detectd en
“todas las muestras” de costa marina y ciénaga, la mayoria en los dos
medios a excepcion de LANRESC punto 3, LANRESC punto 5 y La Bocana
fondo medio que solo se reportaron en agua.

El género Enterococcus son bacterias Grampositivas anaerobias; pertenecen
importantes especies patogenas para humanos (Moellering, 1992; Murray,
1990), dos de ellas, hacen parte de la flora intestinal y también de otros
animales (Layton et al., 2010), por lo cual son usadas como indicadores
para monitorear la contaminacion fecal de las aguas, ente ellas las
recreativas (Noble et al.,, 2003). Han sido reportadas en una variedad de
ambientes, en particular Enterococcus faecalis, especie que ha sido
identificada en zonas costeras del sur de California en Estados Unidos, en
Marruecos y Hawaii (Ferguson et al., 2005; Halliday & Gast, 2011; Ibtissam
et al., 2009). Se detecto la especie E. faecalis en “todas las muestras” en los
dos ambientes menos en bajo de 10. Se ha demostrado su uso en procesos
de biorremediacion, como probiotico y fermentador en la industria
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alimenticia, tambien para el tratamiento de acné (Centeno et al., 1999;
Domann et al., 2007; Kang et al., 2009)

El género Francisella son cocobacilos Gramnegativos. Pertenece la especie
de interés Francisella tularensis, microorganismo responsable de la
tularemia. Esta se puede adquirir por la picadura de un vector (artropodo),
contacto con un animal infectado, ingestion de agua y alimentos
contaminados e inhalacion (Ellis et al.,, 2002; Gaci et al., 2017). Puede
acusar enfermedad con exposicion mas bajas a 10 organismos, razon por
la que esta entre los programas de armas biologicas (Barns et al., 2005).
Los reportes se tienen en el hemisferio norte, frecuentes de las subespecies
F. tularensis subsp. tularensis con presencia en Ameérica del Norte, y F.
tularensis subsp. holarctica en Europa, Asia y América del Norte (Gaci et al.,
2017). Se cree que la presencia en el medio ambiente se debe a mamiferos
terrestres y acuaticos; también puede persistir en el agua por asociacion
con amebas (Ellis et al.,, 2002). Se ha reportado en suelo y agua de pantano
(Barns et al., 2005). Dentro de las muestras se detectd6 como especie en la
muestra de cerca de la poblacion (borde habitado) en el agua; como género
se detecto en seis muestras de agua de ciénaga y tres de sedimento, una de
ellas en mar abierto (figura 19 y 20).

Helicobacter es un género de bacterias Gramnegativas, microaerofilas,
considerado bacterias ubicuas, flageladas y de crecimiento lento (Kidd &
Modlin, 1998; Morales et al., s.f.); contiene alrededor de 35 especies, siendo
Helicobacter pylori la mas representativa (Hooi et al.,, 2017). En muestras
ambientales H. pylori se ha reportado en zonas costeras de Japon, Italia,
Puerto Rico y Trinidad (Carbone et al., 2005; Holman et al., 2014; Sugita et
al., 1993). No se encontraron reportes especificos de identificacion en
muestras de agua o sedimento en lagunas costeras; se ha establecido una
estrecha relacion de estas bacterias con aves silvestres y de corral, siendo
estas una fuente de contaminacion de los ambientes donde habitan (Santos
et al.,, 2012). Helicobacter pylori es uno de los microorganismos que se
detectdé en “todas las muestras” en los dos medios. Se calcula que esta
bacteria infecta a la mitad de la poblacion humana en el mundo, pero solo
algunos desarrollan la sintomatologia (Bravo et al.,, 2002), la cual
posteriormente puede desencadenar enfermedades como gastritis
duodenal, ulcera, y en algunos casos cancer gastrico y enfermedades
coronarias (Cellini et al., 2004; Mendall et al., 1994; Morales et al., s.f.).
Entre las vias de transmision estan contacto directo persona a persona, y
el consumo de agua y alimentos contaminada con heces (Cellini et al.,
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2004). No se encontro en la revision aplicaciones biotecnologicas o
industriales.

Klebsiella es un género de bacterias inmoviles, Gramnegativas, anaerobias
facultativas, con capsula de polisacaridos (Gavilan et al., 2011). Hace parte
del grupo de coliformes totales usados como indicadores de contaminacion
(Herrera & Suarez, 2005; Barati et al.,, 2016). Es posible encontrarlo en
muestras de tierra, agua, también en la flora de la piel, nasofaringe e
intestino de los humanos, y en el tracto intestinal de animales (Hardina &
Fujioka, 1991; Kloos & Musselwhite, 1975; Podschun et al., 2001; Ylikoski
et al.,, 1989, Wang et al.,, 1996). Comunmente se asocia con casos de
infecciones nosocomiales en vias respiratorias y del sistema urinario
(Ferreira et al., 2005; Rodriguez et al., 2006).

Dentro del género, la especie Klebsiella pneumoniae es el principal agente
etiologico de las infecciones mencionadas. En el medio ambiente, se reporta
identificada en muestras de agua y sedimento en Turquia, noreste de
Estados Unidos, China y Francia (Dufour & Cabelli, 1975; Kueh et al., 1992;
Matyar et al., 2008; Robert et al., 2017); también en manglares y lagunas
costeras de Malasia, China y Belice (Barati et al., 2016; Romero et al., 2015;
Zhou et al, 2015). En la busqueda de esta especie, se detecto en tres
muestras de costa marina, una en sedimento (puerto de abrigo mar) y dos
en agua (UMDI y LANRESC punto 5); y tres de ciénaga en agua (puerto de
abrigo mirador, puerto de abrigo laguna y ojo de agua anidamiento de aves).
En biotecnologia K. pneumoniae es de interés por su capacidad de producir
un exopolisacarido (EPS), cuyas caracteristicas reologicas son de interés a
nivel industrial (Paul et al., 1995).

Listeria es un género Grampositivo, aerobio, ubicuo en el ambiente y
saprofito (Gavilan et al., 2011; Gorski et al.,, 2016; Molla et al.,, 2017). El
género ha sido detectado en agua y sedimento de rios (Bradshaw et al,
2016). Listeria monocytogenes es la especie mas representativa del género;
a diferencia de otros patogenos tolera temperaturas de refrigeracion (Molla
et al., 2017), es una bacteria oportunista, que infecta ancianos, ninos y
pacientes inmunocomprometidos. Produce una enfermedad Illamada
listeriosis, que puede llevar a meningitis, encefalitis y septicemias entre
otros (Lopez et al., 2006). Se adquiere principalmente por la ingestion de
productos contaminados, también por el medio ambiente o por contacto con
animales contaminados (Benito et al., 2017; Lakicevic & Nastasijevic, 2017).
Algunos hospederos son los insectos, mamiferos, aves, peces y crustaceos
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(Gavilan et al., 2011). Se ha reportado esta especie en agua, sedimento y
peces marinos en Marruecos (Poharkar et al, 2017); en muestras
ambientales de agua de mar y de estuarios del golfo de México, en la costa
pacifica de Estados Unidos y en el mar Amarillo en China (Ding et al., 2014;
Gorski et al., 2016; Rodas et al., 2006), también en sedimentos de lagunas
costeras en Arabia Saudita (Al-Amoudi et al., 2016). En el estudio se detecto
solo en sedimento, una en costa marina, puerto de abrigo mar, y dos en
ciénaga: puerto de abrigo laguna y La Bocana fondo medio.

El género Mycobacterium esta formado por bacilos Grampositivos, aerobios
inmoviles, no esporulados; ubicuos en la el suelo y el agua. Este género
comprende cerca de 170 especies, algunas de las cuales son patogenas y
causan graves enfermedades en los mamiferos como tuberculosis y lepra
(Delafont et al., 2017; Gavilan et al., 2011); pueden ser parasitos obligados
o patogenos oportunistas (Rodriguez et al.,, 2003). El género se detecté en
agua en 11 muestras, y en sedimento en 12 (figura 19 y 20).

Dentro de las especies patogenas de este género se encuentra
Mycobacterium avium, comun en el medio ambiente; causa infecciones
respiratorias y gastricas cuando se inhalan o ingieren (Babrak et al., 2015;
Waddell et al.,, 2016). En muestras ambientales ha sido identificado en
muestras de agua de mar en la costa sureste de Estados Unidos (Gruft el
al., 1981). En el estudio se detecto en el sedimento de Bajo de 10 y de tres
muestras de la costa marina (UMDI, LANRESC punto 3 y 5), y dos en agua
(puerto de abrigo mar y desagiie de la granja camaronera); en la ciénaga se
hall6 en “todas las muestras”, seis puntos en agua (puerto de abrigo
mirador, cerca de la poblacion, periferia al basurero, La Bocana entrada y
fondo medio y ojo de agua La Carbonera), uno en sedimento (cerca de la
estacion de gasolina) y tres en los dos medios (puerto de abrigo laguna, La
Bocana fondo profundo y ojo de agua anidamiento de aves). Se ha descrito
su uso en biorremediacion en areas contaminadas con hidrocarburos (Head
et al., 2006).

Mycobacterium kansasii es una especie que se ha encontrado en el suelo,
agua, productos animales y otros alimentos. Es asociada a infecciones
respiratorias en pacientes inmunosuprimidos (Rodriguez et al., 2003). En
muestras ambientales se ha identificado en diferentes reservorios de agua
potable en Estados Unidos (Covert et al, 1999). Se hall6 en cuatro
muestras: una de agua de costa marina (puerto de abrigo mar) y tres de
sedimento de ciénaga (puerto de abrigo mirador y laguna y cerca de la
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estacion de gasolina). Se sugiere un posible uso en procesos de
bioremediacion de hidrocarburos (Wang et al., 1995).

Mycobacterium tuberculosis es el agente etiologico de la tuberculosis. Su
reservorio mas representativo es el ser humano, y la transmision se da
persona a persona, aunque se consideran ubicuos en el agua y el suelo
(Berrueta, 2016; Morris et al.,, 2016). Solo se encontré6 un reporte de
identificacion en muestras de suelo en Alemania (Nacke et al.,, 2011), los
otros reportes no son directos del medio, son en algunos animales silvestres
como leones y lobos marinos en el Atlantico argentino, (Bastida et al., 1999;
Bernardelli et al.,, 1996). En el estudio se detecté en “todas las muestras”
en los dos medios, con excepcion de Bajo de 10 y LANRESC punto 3 solo en
sedimento y ojo de agua La Carbonera en agua. Se usa en biorremediacion
de areas contaminadas con hidrocarburos (Head et al., 2006).

Mycobacterium xenopi, se encuentra en el ambiente en agua, sedimento y
aerosoles; los pajaros se han considerado como reservorios. Esta especie es
causante de enfermedades pulmonares en pacientes inmunosuprimidos
(Jiva et al., 1997). En la investigacion M. xenopi se detecté en costa marina
y ciénaga, tanto en agua como en sedimento; en agua: desaglie de la granja
camaronera, periferia del basurero, La Bocana fondo medio y ojo de agua
La Carbonera; en sedimento: Bajo de 10, UMDI y LANRESC punto 3; y en
los dos ambientes: puerto de abrigo mar, LANRESC punto 5, puerto de
abrigo mirador y laguna, cerca de la estacion de gasolina, cerca de la
poblacion, La Bocana entrada y fondo profundo. En la literatura se encontro
un reporte de identificacion en muestras de agua potable (Alugupalli et al.,
1992).

Pseudomonas spp. es un género Gramnegativo de bacilos flagelados, que
pueden producir toxinas, por lo cual todas sus especies son patéogenas (P.
fluorescens, P. putida, P. Syringae, P. Alcaligenes y P. Aeruginosa entre
otras), algunas lo son para los humanos, otras para las plantas e
invertebrados (Gavilan et al., 2011; Soberén, 2010). Se han encontrado en
el agua de la costa oeste y suroeste de India, en el Atlantico, en agua y
sedimento en la costa de Caleta Olivia (Patagonia), en el sedimento de una
laguna en Italia, y en sedimento y agua de la costa de Tel Aviv (Ghinsberg
et al., 1993; Mohideen et al.,, 2016; Pasumarthi et al., 2013; Pepi et al.,
2011; Pucci, 2009). En esta investigacion se encontro en todas las muestras
incluida el ojo de agua La Bocana, menos en el sedimento de LANRESC
punto 3. En el punto de cerca de la poblacion (borde habitado), la
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abundancia relativa fue tan alta (474 °/.00) respecto a los demas agentes
etiologicos en las muestras de agua (todas menores a 100 °/q.00), que la
escala se tuvo que ajustar para poder ver mejor el comportamiento del resto
de las muestras (figura 20).

Pseudomonas aeruginosa es ubicua y saprofita en el ambiente, se ha
detectado tanto en el suelo, como en fuente de aguas (pristinas o
contaminadas), vegetales, alimentos refrigerados, combustibles, soluciones
asépticas y heces de humanos entre otros. Las personas mas susceptibles
a este microorganismo son las inmunocomprometidas, con heridas o con
insercion de dispositivos médicos. Se puede adquirir por contacto con
material contaminado o por contacto con secreciones de personas
infectadas (Gavilan et al., 2011; Hardalo & Edberg, 1997; Soberon, 2010).
P. aeruginosa se ha reportado en el agua de la laguna Douala en Camerun,
y en muestras de mar (Akoachere et al, 2008; Lee et al., 2013). Como
especie se detecto dentro del estudio en agua de la costa marina en la UMDI
y desaglie granja camaronera, y en sedimento, en el puerto de abrigo mar y
oeste del muelle; en la ciénaga, en “todas las muestras” menos en puerto de
abrigo mirador y cerca de la estacion de gasolina, en las muestras de agua
en periferia al basurero y ojo de agua La Carbonera, en sedimento La
Bocana entrada y fondo profundo, y en los dos medios, en puerto de abrigo
laguna, cerca de la poblacion, La Bocana fondo medio y ojo de agua
anidamiento de aves. Esta especie tiene aplicaciones a nivel de
biorremediacion, en aguas contaminadas con metales, hidrocarburos,
pesticidas, antibiéticos y en la produccion de biosurfactantes (Barragan et
al., 2007; Bojorquez et al., 2016; Cong et al., 2014; Pasumarthi et al., 2013;
Pepi et al., 2005; Pérez et al., 2007; Sabic et al., 2015; Soberén, 2010;
Zhang, Z. et al., 2011).

Los microorganismos pertenecientes al género Salmonella, son bacilos
Gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos (Gavilan et al., 2011),
muy extendidos por la naturaleza (crece en ambientes salados), y son
comunes en la flora bacteriana de los intestinos de los seres humanos, y
otros animales como mamiferos domeésticos y salvajes, reptiles, aves e
insectos (Linares et al., 2017; Parra et al., 2002). Como género se detect6 en
dos muestras, las dos en agua, una en La Bocana fondo medio y otra en el
puerto de abrigo mar. A €l pertenecen dos especies S. bongoriy S. entérica,
la primera no tiene caracter patogeno, la segunda si; tiene varias
subespecies y todas son patégenas; producen una enfermedad muy comun
conocida como salmonelosis, que es transmitida por el consumo de
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alimentos contaminados (Davidson et al., 2015; Linares et al., 2017; Parra
et al., 2002). Aunque no es una bacteria nativa de los ecosistemas, esta en
el ambiente, y puede llegar por afluentes de aguas residuales contaminadas
con heces o por la defecacion de los animales que alli viven (OPS, s.f.b;
Martinez et al., 2004).

En el caso especifico de Salmonella entérica serovar Typhi, es una de las
causantes de la fiebre tifoidea, enfermedad infecciosa caracterizada por un
cuadro febril alto (Calva, s.f.). Quienes la han padecido, pueden continuar
excretando la bacteria por mas de un ano (Cardona et al.,, 2007). En el
ambiente se han identificado en muestras de peces de aguas costeras del
caribe mexicano, en esponjas marinas del suroeste de la India, en muestras
de agua de la costa de Malasia, y en muestras de agua y sedimento de un
manglar en India (Ahmad et al, 2014; Jorgel et al.,, 2016; Krishnan &
Keerthi, 2016; Poharkar et al., 2016). Esta especie solo se detecté en la
muestra de agua de puerto de abrigo mar.

El género Shigella son bacterias Gramnegativas, no encapsuladas, ni
esporogenas e inmoviles, y pueden producir enterotoxinas (toxina de Shiga)
(Escobar et al., 2015; Gray et al.,, 2015). Se considera como un patéogeno
humano, que causa la enfermedad llamada shigellosis; cuando infecta el
tracto gastrointestinal, la infeccion se puede dar por transmision fecal-oral,
la cual puede darse de persona a persona, por alimentos o por agua, todos
ellos contaminados (Killackey et al., 2016). Las Shigella spp. han sido
identificadas en el ambiente en muestras de agua y sedimento de la zona
costera oeste de India, en ostiones del golfo de México, en muestras de agua
costera de Pakistan, y en sedimentos de las costas de Polonia (Mudryk et
al., 2014; Reyes et al., 2017; Rodrigues et al., 2011; Shaheen et al., 2016).
Shigella spp. se detecto en este trabajo en el sedimento costero marino del
oeste del muelle y en la muestra de agua del puerto de abrigo mirador.
Algunas especies de Shigella pueden ser usadas en procesos de
biorremediacion al ser capaces de degradar algunos pesticidas (Yang et al,,
2011).

Staphylococcus es un género de bacterias Grampositivas, normalmente se
encuentra en la piel y membranas mucosas del ser humano y otros
animales (Melo et al, 2014). Es considerado como la principal causa de
infecciones nosocomiales y de infecciones adquiridas en la comunidad
(Abouelfetouh et al., 2016). De este género la especie mejor conocida es
Staphylococuus aureus, causante de una amplia gama de infecciones
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severas (Tong et al., 2015), aunque el ser humano es su reservorio natural
(Vaca, 2016); también se ha identificado en muestras ambientales, como en
el agua de mar en Israel, India e Islandia (Pabba et al., 2017; Philippe et al.,
2016; Zeng et al., 2014), de igual forma, en el sedimento marino en el Artico
y en la costa oeste de Estados Unidos (Goodwin et al.,, 2012; Yuan et al.,
2014); también se ha reportado en agua y sedimento de un manglar en
Brasil (Grisi & Gorlach, 2010). A nivel de género y como especie, en este
estudio se detecté en todos los puntos, en los dos medios. S. aureus es de
interés en biorremediacion, se ha reportado que la especie tiene la
capacidad de degradar algunos colorantes como el rojo de metilo (Abioye et
al., 2015).

Los organismos del género Streptococcus son organismos Grampositivos,
esféricos, y muchos de ellos son anaerobios facultativos (Pontigo et al.,
2015). Cuenta con 104 especies reconocidas (Andam & Hanage, 2015), las
cuales se encuentran distribuidas en la naturaleza, habitando en una
amplia gama de ambientes, no sélo como patogenos, sino también como
parte de la microbiota normal de humanos y otros animales (Amal et al,
2013; Andam & Hanage, 2015; Richards et al., 2014). Dentro de las especies
patogenas de este género, esta Streptococcus pneumoniae 0 neumococo;
aunque su reservorio natural es el ser humano, y es comun encontrarlo en
el tracto respiratorio superior, es el principal causante de enfermedades
como: otitis, sinusitis, neumonia y meningitis (Ramos et al.,, 2014). Su
transmision se da persona a persona, por exposicion directa a los fluidos
del sistema respiratorio de la nariz o boca de una persona infectada, como
por microgotas de saliva (Preado, 2001). Dentro de la literatura revisada, no
se encontraron reportes de esta especie en ambientes similares a los
estudiados. S. Pneumoniae se detecto en los dos medios, en todos los puntos
muestreados, incluyendo el ojo de agua La Bocana.

El género Vibrio es un grupo muy diverso de bacterias Gramnegativas,
contiene cerca de 72 especies, entre ellas unas son de vida libre, y otras son
simbiontes y comensales relacionados con la fauna marina. Algunas de
estas especies son patogenas (Tarr et al.,, 2007). Como género se detecto en
todas las muestras de agua a excepcion de las muestras cerca de la estacion
de gasolina, LANRESC punto 3, ojo de agua La Bocana; en sedimento, de
las 15 muestras se hallo en 13, reportando ausencia en LANRESC punto 3
y LANRESC punto 5.

96



Vibrio alginolyticus, son bacterias halofilas, ubicuas en el mar y estuarios,
por lo general de aguas costeras templadas y tropicales; es comun aislarlo
de una amplia gama de animales marinos, por lo que el ser humano puede
sufrir una gastroenteritis por el consumo de estos animales, crudos o mal
cocidos, o una infeccion local por el contacto de heridas expuestas a agua
contaminada, asi como infecciones en los oidos y ojos (Gomez et al., 2014,
Zavala, A. et al.,, 2005). En el ambiente se ha identificado en muestras de
agua de una laguna costera sobre el golfo de México, agua de mar en Italia,
agua y sedimento marino en una bahia en Japon, y agua de un estuario en
Francia (Barbieri et al., 1999; Chavez et al., 2005; Hervio et al.,, 2002;
Narracci et al., 2014; Urakawa et al., 2000). Esta especie solo se detecto en
el agua de la muestra de la periferia al basurero. Su uso biotecnologico se
asocia a la produccion de proteasas (serina alcalina) usada en la fabricacion
de biodetergentes, también se ha demostrado que ofrece proteccion a peces
como el salmon y el rodobayo ante otros patogenos (Austin et al.,, 1995;
Figueroa, 2005; Gatesoupe, 1997).

Vibrio cincinnatiensis se encuentra presente en aguas dulces y salobres
(Zhong et al, 2009). Su patogenicidad se asocia a infecciones con
septicemia y meningitis en pacientes hospitalizados, también se reportan
infecciones de heridas y oidos (Bode et al., 1986). se encuentra en el agua
de mar y en animales marinos; especificamente en el ambiente se han
reportado presentes, en agua y sedimento de un estuario y en agua de mar
en Estados Unidos, también en peces marinos en Brasil (Gomez et al., 2014;
Heidelberg et al., 2002; Nascimento et al., 2014; Zhong et al., 2009). En la
investigacion se detecto en el agua del este del muelle, puerto de abrigo
mirador y cerca de la estacion de gasolina. No se encontraron reportes de
aplicaciones biotecnologicas o industriales.

Vibrio cholerae es el agente etiologico del colera en humanos, se adquiere a
través de la ingestion de alimentos o agua contaminados (Goémez et al.,
2014; Tarr et al., 2007). Se encontraron reportes de identificacion en
muestras de agua de mar en Estados Unidos, China y Pert; también se ha
encontrado en agua y sedimentos de estuarios al este y oeste de Estados
Unidos (California, Oregon, Washington y Florida), en agua de una laguna
costera en Espana, agua y sedimento de una laguna costera en Francia y
otra en Napoles - Italia (Cantet et al., 2013; Colwell et al.,, 1977; Dumontet
et al., 2000; Garay et al., 1985; Gil et al., 2004; Hood & Ness, 1982; Kaysner
et al.,, 1987; Li et al, 2015). En este estudio se encontré en “todas las
muestras”, en los dos medios, con excepcion de LANRESC punto 3 y ojo de
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agua La Carbonera, en los cuales solo se detect6 en agua. En la revision no
se encontraron reportes que lo asociaran a aplicaciones en biotecnologia.

Vibrio furnissii ha sido aislada de pacientes con gastroenteritis, ocasionada
por alimentos (puede relacionarse con cuadros diarreicos), al igual que
infecciones en heridas; también se le reporta bacteremias y septicemias
(Gomez et al., 2014; Daniels & Shafaie, 2000). No se encontraron reportes
de lugares puntuales, mas se hallo el reporte que esta comunmente en agua
de estuarios y en las heces de animales (Brenner et al.,, 1983; Lee et al.,
1981). V. furnissii se detecto en la costa marina en la muestra de puerto de
abrigo mar (agua), en el sedimento de La Bocana fondo profundo y cerca de
la poblacion en los dos medios. No se encontro reporte de usos a nivel
biotecnolégico o industrial.

Vibrio mimicus es abundante en agua salobre, se ha identificado en
muestras ambientales y en algunos animales; en particular se encontraron
reportes en aguas de rio en Estados Unidos y Japon, y en un lago en India
(Gomez et al, 2014). Esta especie solo se hall6 en la ciénaga, en el
sedimento de La Bocana fondo profundo y en el agua del ojo de agua La
Carbonera. Puede ocasionar gastroenteritis por el consumo de mariscos y
pescados crudos o mal cocidos, cuadro acompanado por fiebre, diarrea,
nauseas, vomitos y calambres abdominales; también se ha asociado a
infecciones de oidos por contacto con el agua contaminada (Kodama et al.,
1991; Shandera et al., 1983). Se usa en biodegradacion de los compuestos
BTEX (benceno, tolueno, etil benceno, y xilenos), solos o en un cultivo mixto
(Babaarslan et al., 2003).

Vibrio parahaemolyticus esta ampliamente distribuida en agua marinas
templadas y calidas, y en sedimentos costeros de todo el mundo. Se asocia
con infecciones como gastroenteritis por ingesta de mariscos contaminados,
infecciones de heridas abiertas, y septicemia por exposicion a agua
contaminada (Cabrera et al.,, 2004; Gomez et al, 2014; Ruangpan &
Kitao,1991). Ha sido aislada en muestras de agua de mar al este y oeste de
Estados Unidos, del golfo de México y Francia, también en sedimentos
marinos en Iran (Colwell et al., 1977; DePaola et al., 1990; Hervio et al.,
2002; Jafari et al, 2015). Dentro de la investigacion se detecté V.
parahaemolyticus en “todas las muestras” menos en el este del muelle y en
el sedimento de cerca de la estacion de gasolina. Se usa en biorremediacion,
ya que es capaz de eliminar mercurio y otros metales pasados (Kotala et al.,
2014; Jafari et al., 2015; Wee et al., 2014).
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La especie Vibrio splendidus son bacterias comunes en agua de mar, afecta
principalmente a la fauna marina; en particular se han reportado casos de
mortalidad masiva de ostras en Francia (Le Roux et al.,, 2002; Lambert et
al.,1998). Es relacionada con la enfermedad conocida como vibriosis en
animales marinos, que se transmite al ser humanos por el consumo de
animales enfermos (Jensen et al., 2003). en el ambiente se ha identificado
en aguas de mar en Italia (Narracci et al.,, 2014). Esta especie se hallé en
“todas las muestras” menos en el este del muelle; se presento en la costa
marina en el sedimento de oeste del muelle, en sedimento de mar adentro,
en tres muestras de agua (UMDI, LANRESC punto 3 y desaglie de la granja
camaronera) y dos en ambos medios (puerto de abrigo mar y LANRESC
punto 5). En ciénaga se detecto en tres muestras de sedimento (puerto de
abrigo mirador, cerca de la estacion de gasolina y La Bocana fondo medio),
dos de agua (periferia al basurero y ojo de agua La Carbonera) y cinco en
ambos medios (puerto de abrigo laguna, cerca de la poblacion, La Bocana
entrada, La Bocana fondo profundo y ojo de agua anidamiento de aves). Un
posible uso en biotecnologia, es su participacion en la obtencion de
biocombustibles, debido a la capacidad que tienen de metabolizar
polisacaridos de alginato (Wargacki et al., 2012).

Vibrio wvulnificos, se asocia a infeccion de heridas abiertas (fascitis
necrotizante), septicemia primaria, y en casos aislados gastroenteritis;
principalmente afecta a personas con dano hepatico. Hacia el afno 2000, fue
el causante del 95 % de muertes por el consumo de mariscos contaminados
en Estados Unidos. (Crossman et al.,, 2004; Gomez et al.,, 2014; Hervio et
al., 2002). Es una especie comun en aguas marinas con temperaturas
superiores a 18 °C (Gomez et al., 2014), se reporta que ha sido identificada
en muestras de agua costera de Francia y Estados Unidos (Hervio et al.,
2002). V. vulnificus se identifico en sedimento de Bajo de 10, y en cuatro
muestras de costa marina que incluye: LANRESC punto 5 en sedimento,
UMDI y desaguie de la granja camaronera en agua, y puerto de abrigo en los
dos ambientes. En la ciénaga se presento en “todas las muestras”, cuatro
en agua (puerto de abrigo mirador y laguna, periferia al basurero y ojo de
agua La Carbonera), cinco en sedimento (cerca de la estacion de gasolina,
cerca de la poblacion, La Bocana entrada, La Bocana fondo profundo y ojo
de agua anidamiento de aves) y una en los dos ambientes (La Bocana fondo
medio). Tiene potencial uso en biorremediacion en areas agricolas e
industriales, por produccion de una variedad de enzimas (Tallur et al,
2016).
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Yersinia es un género de bacterias Gramnegativas, comun en muestras
ambientales de suelo y agua. A €l pertenecen 18 especies, de las cuales tres
se han descrito como patégenas para mamiferos: Yersinia enterocolitica,
Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia pestis (Hall et al.,, 2015; McNally et
al., 2016). En el caso especifico de Y. enterocolitica, son bacterias
zoonoticas, que pueden ser transmitidas a los seres humanos por el
consumo de alimentos contaminados, causando gastroenteritis (McNally et
al., 2016). Se ha identificado en muestras de agua de mar en Brasil, Grecia
y el mar Negro en Bulgaria (Falcao et al, 2004; Panaiotov et al, 2015;
Tzelepi et al., 1999), también en muestras de agua de una laguna costera
en Turquia (Kimiran et al, 2015). A nivel de especie solo se detecto en el
agua en La Bocana fondo profundo; como género, en dos muestras de agua
y dos de sedimento, una de cada medio en ciénaga y las otras dos en costa
marina (figura 19 y 20). Como aplicacion biotecnologica, de una de las cepas
de Y. enterocolitica se ha obtenido un enzima (lipasa) con alta actividad a
bajas temperaturas, que puede ser usada como detergente o como
biocatalizador de bajas temperaturas (Ji et al., 2015).

Las 21 especies patogenas restantes, detectadas por secuenciacion masiva,
se clasificaron en 19 géneros no caracterizados como netamente patogenos
(tabla 11).

Alcaligenes es un género de bacterias Gramnegativas, aerobicas, no
fermentadoras, pertenecientes a la familia Alcaligenaceae. Se encuentran
principalmente en el tracto intestinal de los vertebrados, en materia
organica en descomposicion, productos lacteos, agua y suelo. Es causante
de infecciones respiratorias, gastrointestinales y en heridas, con afectacion
principalmente en personas inmunosuprimidas (Aisenberg et al., 2004;
Garrity et al., 2006; Serhaug & Stepaniak, 1997). En el ambiente ha sido
aislado en muestras de agua de mar cerca de Japon, del océano Indico y en
el golfo de México; en sedimentos marinos del Pacifico mexicano, de un
manglar en India, y en muestras de agua de una laguna costera en Espana
(Aznar et al., 1991; Behera et al.,, 2017; Hollaway et al., 1980; Kogure &
Koike, 1987; Liu et al., 2003; Simidu et al., 1980). Alcaligenes se detecto en
este estudio solo en la ciénaga, en el agua de La Bocana entrada y en La
Bocana fondo medio. Es de interés en biotecnologia por su capacidad de
producir biosurfactantes, utiles en procesos de biorremediacion de areas
contaminas con cromo (Toledo et al., 2008; Varadajan et al., 2015).

100



Las bacterias del género Anabaena son cianobacterias que existe con el
plancton, importantes por ser fijadoras de nitréogeno (Corning, 2002). Son
consideras patogenas por estar relacionadas con la produccion de
neurotoxinas, las cuales pueden afectar a la fauna local, y generar en el ser
humano una intoxicacion paralizante, debido a la ingesta de animales
contaminados; esta es conocida como intoxicacion paralizante por mariscos
(Ballot et al., 2010). En muestras ambientales, ha sido identificada en agua
marina del mar Baltico en Finlandia y en el golfo de México; también en
sedimentos de una laguna costera del Pacifico mexicano y de varios
embalses en Espana (Cirés et al.,, 2013; Margulis et al., 1980; Paul et al.,
2000; Sivonen et al.,, 1989). Anabaena sp. se hallo en las muestras de
sedimento en mar abierto y del ojo de agua La Carbonera, también en el
agua de costa marina (LANRESC punto 5 y este del muelle), y en la ciénaga
(puerto de abrigo mirador). Algunas especies de este género se ha usado
como fertilizantes naturales en campos de arroz, de igual forma en procesos
de eliminacion de diéxido de carbono (Chittapun et al., 2017; Lopez et al.,
2009b)

Corynebacterium diphtheria, son bacterias Grampositivas, pertenecientes a
las Actinobacteria, no esporuladas y anaerobias facultativas; tienen la
capacidad de secretar una potente toxina que causa enfermedades como
difteria (Gavilan et al., 2011; Reardon et al., 2015), endocarditis y neumonia
(Trost & Tauch, 2014). Hacen parte de la flora normal de la piel y la
nasofaringe; su contagio se da por el contacto directo respiratorio o fisico
con pacientes o portadores. (Burkovski, 2014; Gavilan et al., 2011). En
muestras ambientales, se ha reportado en agua y sedimentos marinos en la
India (Yellamanda et al, 2016), no se encontraron reportes de su
identificacion en lagunas costeras. De interés biotecnologico esta su posible
uso en biorremediacion, gracias a su posibilidad de acumular arsénico
(Villadangos et al.,, 2014). C. Diphtheria se hallé en todos los puntos con
mayor presencia en el agua, menos en puerto de abrigo mar, oeste del
muelle y ojo de La Bocana; en sedimento, Bajo de 10 y LANRESC punto 3;
en agua, LANRESC punto 5, este del muelle, desaglie granja camaronera,
cerca de la estacion de gasolina, cerca de la poblacion (borde habitado),
periferia basurero, La Bocana fondo medio, La Bocana fondo profundo, ojo
de agua anidamiento de aves y ojo de agua La Carbonera; en los dos medios:
UMDI, puerto de abrigo mirador, puerto de abrigo laguna y La Bocana
entrada.
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Elizabethkingia meningoseptica (Flavobacterium meningosepticum), es una
especie de bacterias Gramnegativas, no moviles, aerobias, pertenecientes al
género Chryseobacterium (Jean et al.,, 2014). Es un agente etiologico de
meningitis en pacientes neonatales, rara vez causa esta afeccion en adultos;
también se ha asociado a infecciones en la piel (Soman et al., 2016). Debido
a su capacidad de adaptarse a diversos ambientes, se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza: agua dulce, agua salada, y en el
suelo (Colapietro et al.,, 2016; Jean et al., 2014; Moore et al., 2016). Se
encontro en la literatura que fue identificada en muestras de sedimento del
norte de China (Zhang, R. et al, 2014). En esta investigacion se detecto
tanto en mar abierto (sedimento), costa marina (sedimento del puerto de
abrigo mar, y agua de UMDI, LANRESC punto 5 y este del muelle) y ciénaga
(puerto de abrigo mirador, cerca de la poblacion, periferia basurero, La
Bocana fondo medio y La Bocana entrada; todas en agua, la ultima en los
dos medios). A nivel biotecnologico, puede ser usado en biorremediacion, ya
que ha demostrado capacidad en la degradacion de pesticidas
organofosforados (Singh et al., 2013).

Grimontia hollisae son bacterias Gramnegativas, aerobias y moviles,
pertenecientes al género Grimontia, de la familia Vivrionaceae (Singh et al.,
2014). La especie esta relacionada con casos de gastroenteritis por el
consumo de crustaceos contaminados (Avsever & Oz, 2016). Se encontro
que han sido aislada de muestras de agua del mar Negro en Georgian, del
océano Indico en Mozambique (Collin et al., 2013; Kokashvili et al., 2015),
y en muestras de sedimento marino en India (Singh et al., 2014). G. hollisae
se encontro en el estudio solo en muestras de la ciénaga, dos en agua
correspondientes al puerto de abrigo laguna y La Bocana fondo profundo, y
en el ojo de agua del anidamiento de aves en sedimento. Esta bacteria es de
interés meédico, ya que, a partir de su produccion de hemolisinas, y
conjugadas con un factor de crecimiento, han obtenido preparaciones de
una inmunotoxina usada en el tratamiento del cancer (Huang et al., 2015).

Las bacterias de la especie Haemophilus influenzae son organismos
Gramnegativos, anaerobios facultativos, considerados como comensales en
humanos; pueden colonizar el tracto respiratorio superior y en ocasiones se
asocia con infecciones en esta zona (Reddington et al., 2015). Aunque son
bacterias nativas del ser humano, y no es comun encontrarlas en muestras
ambientales, se han asociado a la formacion de biopeliculas en la naturaleza
(Stevens et al., 2015). Se encontré un reporte donde expresan fue aislado
de muestras de agua y sedimento de un manglar en las costas de Arabia
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Saudita (Hirad et al., 2014). Dentro de la investigacion solo se encontro esta
especie en el agua de puerto de abrigo mirador. No se encontraron reportes
de posibles aplicaciones biotecnologicas asociadas a esta especie.

Legionella pneumophila, bacterias Gramnegativas, pertenecientes al género
Legionella. Especie patogena presente en una gran variedad de ambientes
acuaticos, incluyendo fuentes potables (Melaine & Tabrizian, 2016;
Wadowsky et al., 1991), lo que puede causar una infeccion grave conocida
como legionellosis, comunmente en personas inmunocomprometidas
(Melaine & Tabrizian, 2016; Trigui et al., 2015). La forma mas frecuente en
que el ser humano es infectado por esta bacteria, es por la aspiracion de
microgotas de agua contaminada (Swanson & Hammer, 2000). L.
pneumophila coloniza facilmente sistemas como torres de enfriamiento de
aire y sistemas de distribucion de agua (Conley et al., 1987). Su presencia
en los diferentes ambientes acuaticos, se debe a su capacidad adaptativa,
ya sea como parasito intracelular de algunos protozoos, en forma libre en
comunidades bacterianas formadoras de biopeliculas, y como parte del
bacterioplancton (Trigui et al, 2015). Se encontraron reportes de
identificacion en muestras de agua de estuarios, lagunas costeras y rios al
este de Estados Unidos (Fliermans et al., 1981; Paszko et al., 1992), también
en sedimentos de una laguna costera en Tunez (Said et al., 2010). En las
muestras aqui analizadas, se detecto en mar abierto, seis muestras de costa
marina y ocho de ciénaga (en agua y sedimento: puerto de abrigo mar,
UMDI, LANRESC punto 5, La Bocana entrada y La Bocana fondo medio; en
agua LANRESC punto 3, desaglie granja camaronera, puerto de abrigo
laguna, La Bocana fondo profundo y ojo de agua La Carbonera; en
sedimento, oeste del muelle, cerca de la estacion de gasolina, cerca de la
poblacion y ojo de agua anidamiento de aves). No se encontraron reportes
de posibles aplicaciones biotecnologicas asociadas a esta especie.

Leptospira interrogans, son bacterias Gramnegativas, patogenas zoonoticas
(los roedores son el reservorio), causantes de la leptospirosis, con cuadros
que se pueden desencadenar desde infecciones similares a la gripa hasta
hemorragias pulmonares; adquirida por el contacto directo con animales
portadores o por contacto con agua o suelo contaminado; las vias de acceso
son heridas abiertas o las mucosas (Adler & de la Pena, 2010; King et al.,
2014; Riediger et al, 2016). Se encontraron reportes en la literatura de
identificacion en muestras de agua de mar en Hawai (Viau & Boehm, 2011),
en muestras de un rio, un estanque y aguas residuales en el area
metropolitana de Atlanta (Riediger et al., 2016), y otros dos asociados a
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animales: leones marinos y focas en la costa de California en Estados
Unidos (Colagross et al., 2002; Stamper et al., 1998). L. Interrogans en este
estudio, se detecto en el agua de costa marina de la UMDI y en cuatro
puntos de ciénaga: cerca de la estacion de gasolina (sedimento), periferia
basurero, ojo de agua anidamiento de aves y ojo de agua La Carbonera en

agua.

Microcystis es un género de cianobacterias, consideradas de agua dulce; las
especies de este género son capaces de producir grandes floraciones en
superficie, monopolizando la luz en la zona fética (Huisman et al,, 2004;
Ouellette et al, 2006). Su presencia esta determinada por las
concentraciones de nutrientes (Rinta et al.,, 2009). Microcystis sp. pueden
liberar neurotoxinas y toxinas hepaticas, y se asocian a intoxicaciones en
seres humanos que van desde una gastroenteritis a la muerte (con
prevalencia en personas con patologias previas) (Pouria et al., 1998).
Aunque la mayoria de reportes de identificacion son para cuerpos de agua
dulce, se encontraron algunos relacionados con lagos de agua salobre en
Japon y Lituania-Rusia (Belykh et al.,, 2013; Takamura et al.,, 1987), en
lagunas costeras de la peninsula de Yucatan (Herrera et al.,, 1999), y en
diferentes zonas del océano Indico (Silva et al., 1996). En esta investigacion
Microcystis sp. se hallo en tres muestras de agua de la costa marina:
LANRESC punto 3, LANRESC punto 5 y este del muelle. Estas
cianobacterias presentan un potencial uso en procesos de biorremediacion,

son capaces de secuestrar metales (biosorcion) como niquel, cadmio y cobre
(Parker et al., 1998).

Neisseria meningitidis es una especie de bacterias Gramnegativas, intra o
extracelulares, con amplia variedad genética. Pueden causar infeccion a
nivel del sistema nervioso central con sintomatologia comun: fiebre, dolor
de cabeza, vomito y salpullido (Gavilan et al.,, 2011; Sater et al.,, 2015). El
reservorio natural es el ser humano, se encuentra como comensal en un
10 % de la poblacion; se puede transmitir por microgotas de fluidos como
saliva, y por contacto directo con secreciones de las vias respiratorias
superiores (Sater et al., 2015; Tan et al., 2016). En el medio ambiente se ha
aislado de muestras de polvo en Kuwait y otros paises africanos (Angulo &
Gonzalez, 2007). En la revision bibliografica realizada, no se encontraron
reportes de identificacion en muestras de agua y sedimento marinos, ni de
lagunas costeras; de igual forma no se encontraron aplicaciones industriales
o biotecnologicas. En este estudio se encontro Neisseria meningitidis en
“todas las muestras” menos en el punto oeste del muelle, en sedimento esta
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en: Bajo de 10 (mar adentro) y puerto de abrigo mar; en el agua en: UMDI,
LANRESC punto 3, este del muelle, desaglie granja camaronera, periferia
basurero y ojo de agua La Carbonera; en los dos ambientes: LANRESC punto
5, puerto de abrigo mirador, puerto de abrigo laguna, cerca de la estacion
de gasolina, cerca de la poblacion (borde habitado), La Bocana entrada, La
Bocana fondo medio, La Bocana fondo profundo y ojo de agua anidamiento
de aves.

Las bacterias pertenecientes a la especie Photobacterium damselae, son
bacterias marinas haléfilas, de la familia Vibrionaceae y género
Photobacterium; se consideran autéctonos de los ecosistemas acuaticos
(Yamaki et al.,, 2015). Es un patéogeno comun para varias especies de
animales marinos (peces, crustaceos, moluscos, y cetaceos), y en ocasiones
puede afectar al ser humano (Rivas et al., 2013). La infeccion en el humano
se da por contacto directo de heridas expuestas al agua, manipulacion de
animales portadores, y por el consumo de animales contaminados con una
toxina producida por estas bacterias (Goodell et al., 2004; Morris et al.,
1982; Yamaki et al., 2015). En el ambiente ha sido aislado de animales
libres en aguas del golfo de México, el Mediterraneo, la costa atlantica de
Estados Unidos, Taiwan e India (Buck et al., 2006; Chiu et al., 2013; Lozano
et al., 2003; Serracca et al., 2011; Vaseeharan et al., 2007); en muestras de
agua del golfo de México, agua y sedimento del Mediterraneo (Buck, 1990;
Ghinsberg et al., 1995) y del agua de una laguna costera en Malasia (Wan
& Darah, 2005). P. damselae se detecto en sedimento: Bajo de 10, oeste del
muelle, puerto de abrigo mirador, La Bocana entrada y ojo de agua
anidamiento de aves; agua: UMDI, LANRESC punto 3, este del muelle,
puerto de abrigo laguna, periferia basurero y La Bocana fondo medio; y en
los dos ambientes: puerto de abrigo mar, LANRESC punto 5, cerca de la
estacion de gasolina, cerca de la poblacion (borde habitado).

Rhodobacter sphaeroides es una especie de bacterias fototroficas,
anaerobias, capaces de fijar nitrogeno, con metabolismo diverso. Son
bacterias de vida libre (Puskas et al., 1997), se encuentra en el suelo, fango,
lodos, habitats acuaticos ricos en materia organica y también en zonas
anoxicas de estos medios (Green & Setterdahl, 2012). Se han identificado
en muestras de agua del mediterraneo, como parte del plancton en el golfo
de México y en muestras de sedimento en Malasia (Kamal et al., 2009;
Macian et al., 2005; Paul et al., 2000). Se detect6 en este estudio solo en el
sedimento de la UMDI. Dentro de las aplicaciones biotecnologicas se
reportan, posible uso como marcador fluorescente en el diagnostico de
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cancer (Kwon et al., 2014), y uso en la produccion de hidrogeno como fuente
de energia limpia (Kobayashi et al., 2011).

Stenotrophomonas maltophilia es una bacteria Gramnegativa, de baja
patogenicidad oportunista, que en ocasiones puede llegar a producir
infecciones nosocomiales (bacteremia, endocarditis e infecciones
respiratorias). Se encuentran principalmente en medios acuaticos, también
en el suelo (Brooke, 2012; Crossman et al., 2008; Juliet & Fernandez, 2006).
En el medio ambiente se ha identificado en muestras de agua y sedimento
marino en Turquia, suelo de la Antartica, agua de mar en Argelia,
sedimentos de manglar en Brasil y en muestras de agua en una laguna
costera en Uruguay (Alouache et al., 2012; Castro et al.,, 2014; Matyar et
al., 2008; Piccini et al., 2006; Vazquez, S. et al., 2005). Las investigaciones
han indicado un papel potencial de esta especie en biotecnologia: en
agricultura como agente de control biologico de patéogenos fungicos (Berg et
al., 1996) y en biorremediacion, degradando con éxito el RDX o T4, -
sustancia explosiva - (Binks et al.,, 1995). Se detect6 en las muestras de
agua de puerto de abrigo laguna y en el sedimento de La Bocana entrada.

Tsukamurella es un género de bacterias Grampositivas, que no forman
esporas y son aerobias obligadas. Pertenecen a la familia de
Tsukamurellaceae. Algunas especies de este género pueden causar
infecciones en los seres humanos, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos (Alcaide et al., 2004; De jesus et al.,, 2008). En la
naturaleza, se han asilado de muestras de esponjas marinas en Curazao,
en muestras de agua de mar en Iran y en sedimento marino de Tailandia
(Hassanshahian et al.,, 2013; Olson et al.,, 2007; Ruttanasutja & Pathom,
2015). Como aplicacion biotecnologica se le atribuye: capacidad
bionematicida (control del crecimiento de nematodos), potencial uso en la
generacion de biocombustibles al poder digerir la lignina presente en las
plantas, y en bioremediacion de zonas contaminadas con hidrocarburos
(Gonzalez et al., 2016; Hassanshahian et al., 2013; Revollo et al., 2012). En
la investigacion se hallé en el sedimento de ciénaga de puerto de abrigo
laguna, cerca de la poblacion y bocana fondo profundo.

Dentro de la secuenciacion del gen 16S, aunque es para Arqueas y
Bacterias, se logro establecer en las muestras de ADN metagenomico la
presencia de hongos; todos ellos se hallaron focalizados en las muestras de
La Bocana.
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Aureobasidium pullulans, es comun en medios osmoticos como alimentos y
hojas de plantas, también en rocas humedas. Las infecciones en el ser
humano son principalmente por inoculacion traumatica, es decir por
raspones, puyazos o cortadas en la piel, y pueden llegar a producir
queratitis, infeccion cutanea, pulmonar y sistémica en pacientes
gravemente comprometidos (Robert et al., 2005; Salkin et al., 1986). A.
pullulans solo se detecto en el agua del ojo de agua de La Bocana.

Aspergillus flavus es un hongo que se encuentra ampliamente distribuido
alrededor del mundo, es muy comuUn en las regiones tropicales y
subtropicales; puede vivir en condiciones de temperaturas extremas como
las del antartico, y a alturas sobre los 4000 msnm, en zonas muy humedas
como manglares, y muy secas como los desiertos en Chile, tolera altas
concentraciones de sal. Debido a su produccion de toxinas, las apariciones
en los alimentos han sido objeto de especial atencion. Se ha asociado con
infecciones de oido y ojos, y muy ocasionalmente puede causar infecciones
pulmonares, del endocardio y de la vejiga en el ser humano (Hedayati et al.,
2007; Robert et al., 2005). Esta especie se hall6 solo en La Bocana entrada.

Aspergillus niger se encuentra ampliamente distribuida alrededor del
mundo, pero a diferencia de muchas otras especies de Aspergillus, solo
cerca del 50 % de los reportes estan dentro de los tropicos, es comun en
regiones mas calidas. Es posible encontrarlos en zonas costeras y lagunas
costeras, asi como en la basura fresca, hojas y madera en descomposicion
(Pel et al., 2007; Robert et al., 2005). Se detecté en La Bocana entrada.

Es comun encontrar Coccidioides immitis en las madrigueras de roedores,
en zonas desérticas de la parte suroeste de los Estados Unidos, Argentina y
el noreste de Brasil. Produce coccidioidomicosis (una infeccion de las vias
respiratorias), que suele adquirirse por la inhalacion de polvo contaminado;
afecta a otros animales ademas del ser humano (Robert et al., 2005;
Stevens, 1990). Esta especie se hall6 en La Bocana fondo medio y La Bocana
entrada.

Penicillium italicum es comun en todas las zonas productoras de citricos,
como Italia, Espana, Portugal, Turquia, Israel y Egipto. Es un patogeno para
las frutas y se relaciona con la descomposicion de ellas. (Robert et al., 2005).
Se encontro en La Bocana entrada.
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Saccharomyces cerevisiae es un ascomiceto, ubicuo, que se encuentra en
las plantas, frutas y suelos; ha sido ampliamente estudiado dada su
importancia en la industria de panificadora y vitivinicola, asi como por su
capacidad de producir etanol. En los seres humanos, esta levadura forma
parte de la microbiota habitual de la mucosa del tracto gastrointestinal y
respiratorio. Las infecciones por este hongo son poco comunes y se enfocan
a pacientes inmunodeprimidos (Munoz et al., 2005; Souza et al., 2012). Se
detect6o en La Bocana entrada.

Con la ubicacion geografica de todas las especies patogenas encontradas en
cada uno de los puntos (figura 27), no fue posible establecer una relacion
directa con el asentamiento de la poblacion y el desarrollo de sus
actividades; esto debido a que no hubo un conglomerado de puntos que se
distinguiera de las demas por la alta carga microbiana. De igual forma,
parte de estos agentes etiologicos son ubicuos, y tienen reservorios en la
fauna perteneciente a la zona, lo que no ayuda a esclarecer la fuente de
donde proceden, y la correlacion antropogénica.

El punto que tuvo mayor cantidad de agentes etiolégicos (40), y que fue
analizado en los dos ambientes, fue La Bocana entrada, teniendo cinco
especies mas de los siguientes puntos con mayor contenido de patogenos
(puerto de abrigo laguna y ojo de agua anidamiento de aves). En este
resultado es pertinente recordar que, algunos puntos solo fueron analizados
en un solo medio, lo que altera desde el inicio, la integracion y vista global
de los puntos y la presencia de las especies de interés.
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8. Conclusiones

Algunas de las especies etiologicas de interés detectadas por secuenciacion
masiva del gen ARNr 16S, han sido reportadas en la literatura como
especies que se encuentran de forma nativa o como reservorio en la flora
bacteriana de los seres humanos, mamiferos, aves, plantas y de forma
ubicua en el medio ambiente.

De acuerdo con los resultados, no se establecio directamente una fuente
puntual o condiciones fisicoquimicas que favorecieran la presencia de los
agentes etiologicos, pero si se logro ubicar posibles focos de aporte de esta
microbiota en la peninsula de Yucatan.

Por medio de la disimilitud de Bray Curtis, se logro evidenciar el parecido
que guardan las muestras, segun el medio al que pertenecen (agua o
sedimento) y al ambiente de origen de estas (costa marina o ciénaga). De
igual forma, permitio establecer que, se guarda una gran similitud entre la
microbiota encontrada en la columna de agua y el sedimento subyacente
del punto (puerto de abrigo mar).

Los agentes etiologicos predominantes en los puntos de muestreo (en orden
descendente), en agua y sedimento son: Burkholderia pseudomallei,
Clostridium  botulinum, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Peptoclostridium difficile, Vibrio
parahaemolyticus, Bacillus anthracis, Coxiella burnetii, Enterococcus
faecalis, Vibrio cholerae, Acinetobacter baumannii, Ehrlichia spp.,
Mycobacterium tuberculosis, Bacillus cereus, Clostridium tetani, Neisseria
meningitidis, Mycobacterium xenopiy Vibrio splendidus

Se georreferenci6 en un mapa de la zona costera del noroeste de la
peninsula de Yucatan, la riqueza microbiana patogena de interés detectada
en cada uno de los puntos de muestreo con secuenciaciéon masiva.
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La implementacion de nuevas técnicas como las tecnologias de nueva
generacion - secuenciacion masiva - en los analisis de muestras
ambientales, permitieron establecer resultados mas amplios que los
obtenidos con coliformes fecales y totales, respecto a la presencia y variedad
de agentes etiolégicos que pueden circundar en el medio.

Los agentes etiologicos identificados en este estudio, de encontrarse en la
via o vias de afectacion indicada, fase latente y concentracion efectiva,
podrian afectar de forma general o localizada el aparato respiratorio,
gastrointestinal, circulatorio, coronario, SNC - meninges y encéfalo- y
tejidos blandos lesionados o no. Las afecciones a estos sistemas se
manifiestan como ulceras, intoxicaciones, infecciones locales hasta sepsis.
Para estos patogenos algunas de las enfermedades que se reportan son
tuberculosis, queratitis, carbunco, célera, botulismo, tétanos, fiebre Q,
shigelosis, melioidosis, listeriosis, meningitis y legionelosis entre otras.

En la literatura se reporta que los agentes etiologicos detectados en este
estudio tienen potencial uso en biorremediacion de hidrocarburos,
pesticidas y metales pesados; de igual forma, varios de ellos son de interés
industrial a nivel farmacéutico, alimentario y textil.
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10. Anexos

ke
g s 0o~ E 7 A _ é g 8 3
Punto de muestreo 56‘ %Q’DS %Q’D%i u E§ %%ii e gE‘&
& s . E 87 9%

Bajo de 10 26.1 109 8.6 8.02 32.57 32370 50880 49833 ND
Puerto de abrigo - mar 29.83 76 4.85 8.06 32.46 32350 54200 49623 -42.7
UMDI 27.9 120 7.8 8.07 33.01 32825 53231 50437 4.1
LANRESC punto 5 28.7 127 8.2 8.17 32.98 32825 54000 50436 21.2
LANRESC punto 3 28.7 142 9.2 8.16 33.88 32695 53811 50259 49.2
Oeste del muelle 29.3 106 6.8 8.2 32.85 32695 54237 50121 37.8
Este del muelle 29.2 108 6.9 8.23 32.92 32760 54541 50491 41.7
Desagtlie de la granja camaronera 33.3 107 6.1 8.53 36.1% 35685 63525 54832 -100.6
Ojo de agua — La Carbonera 25.2 29 2.2 6.99 1.8*% 2225 3447 3434 85.3
Ojo de agua - anidamiento de aves 25 4 0.3 6.90 3.47* 4135 6357 6357 67
Ojo de agua - La Bocana 26.64 4.7 0.35 7.41 1.76* 2195 3470 3365 -7.5
Puerto de abrigo - mirador 26.91 16.7 1.16 8.58 25.76* 24410 38922 37551 -58.9
Puerto de abrigo - laguna 30.01 27.3 1.78 8.08 25.82* 26390 44483 40592 -43.8
Cerca de la poblacién (borde habitado) 30.3 12.9 4.95 8.57 19.72* 20690 35021 31822 -69.9
Cerca de la estacion de gasolina 28.3 51.5 3.61 8.51 19.03* 19990 32693 30752 -2.6
Periferia al Basurero 30.2 44 3 8.12 16.51* 17628 29801 27109 166.5
La Bocana entrada 31.1 86 5.25 8.67 36.03 35550 61070 54703 -75.8
La Bocana fondo medio 33.3 109.4 6.4 8.83 38.42 37720 67221 58020 -84.3
La Bocana fondo profundo 35.04 136.5 7.78 9.02 38.4 37750 63220 53055 -94.8

* Estos valores no se tiene en cuenta porque la sonda multiparametro esta diseiiada para ambientes marinos
Anexo A Parametros fisicoquimicos de los puntos de muestreo
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Anexo B.
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Ojo de agua - La 148 120 25 7.9 5025 16.80 461.74 77.52 132.38
Carbonera
Ojo de agua - 420 300 25  8.03 6.41 36.69 1007.61 145.35 128.80
anidamiento de aves
Periferia al Basurero Incontables 78 24 8.51 30.6 204.4550 5781.465 839.6250 245.5750
Bajo de 10 10 Negativo 25,5 829 56.3  434.3125 11876.46 1452.0375 468.9000
UMDI 280 Negativo 24 839 57.4  433.6875 12016.35 1498.3250 477.8625
LANRESC punto 5 94 Negativo 23.8 845 57.7  437.3625 12124.69 1493.8500 494.7875
LANRESC punto 3 Incontables 61 24 841 57.1  433.7250 11985.9  1496.1833 499.0250
Oeste del muelle 36 Negativo 23.5 8.44 57.6 445.7875 12167 1465.6125 510.6000
Este del muelle Incontables Negativo 23.5 8.5 57.3 432.3750 12059.81 1497.9000 485.8375
Desagiie de la granja | 1 opeq 5 24 889 62.3  480.4000 13163.26 1602.6250 534.0500
camaronera

Anexo B Unidades formadoras de colonias y cationes presentes en las muestras de agua
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Anexo C.

=~
==
Otm
cE
O

Ojo de agua - La
Carbonera
Ojo de agua -

. . 0.65 1.03 0.38 0.7 96.2 5.98 90.22 9
anidamiento de aves

0.29 0.644 0.354 0.3 105.8 2.2 103.6 3

Periferia al Basurero 0.47 0.7 0.23 0.6 1.3 1905 1820.16 84.16

Bajo de 10 0.12 0.646 0.526 0.1 0.146 35.06 2.68 32.38
UMDI 0.21 0.7 0.49 0.7 1.1 47.25 9.32 37.93
LANRESC punto 5 0.11 0.56  0.45 0.4 0.9 45.15 8.63 36.52
LANRESC punto 3 0.08 1.26 1.18 0.7 1 45.9 7.78 38.12
Oeste del muelle 0.16 1.4 1.24 0.3 1.1 47.25 7.78 37.93
Este del muelle 0.17 098 0.81 2.9 0.7 44.99 6.65 38.34

Desagtie de la granja

0.19 0.84 0.65 0.8 1.1 55.18 23.45 31.73
camaronera

Anexo C Nitrégeno, fosforo, carbono y solidos totales suspendidos en las muestras de agua
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Anexo D.

Bajo de 10 35.920 0.022 1.195 0.017 0.000 1.814
Puerto de abrigo - mar 27.390 0.026 1.096 0.019 0.000 1.648
UMDI 31.660 0.017 1.052 0.014 0.000 1.857
LANRESC punto 5 28.910 0.016 1.021 0.014 0.000 1.719
LANRESC punto 3 30.190 0.012 1.159 0.015 0.000 1.758
Oeste del muelle 29.070 0.013 1.107 0.015 0.000 1.765
Este del muelle 30.580 0.020 1.064 0.014 0.000 2.361
Desaglie granja camaronera 30.250 0.025 0.936 0.019 0.000 1.817
Puerto de abrigo - mirador 69.230 0.080 1.405 0.125 0.024 1.741
Puerto de abrigo - laguna 28.910 0.020 1.257 0.020 0.000 1.802
Cerca de la poblacion (borde habitado) 76.330 0.125 1.482 0.143 0.000 1.730
Cerca de la estacion de gasolina 27,410 0.011 0.684 0.010 0.000 1.830
Periferia basurero 84.570 0.215 3.714 0.372 0.000 2.268
La Bocana entrada 37.310 0.034 1.193 0.026 0.000 1.665
La Bocana fondo medio 59.330 0.054 1.349 0.066 0.000 1.897
La Bocana fondo profundo 48.970 0.027 1.061 0.043 0.000 1.634
Ojo de agua — La Bocana 90.460 0.157 2.823 0.302 0.000 1.964
Ojo de agua - anidamiento de aves 89.440 0.203 4.001 0.455 0.111 1.800
Ojo de agua — La Carbonera 84.810 0.115 2.496 0.259 0.000 1.839

Anexo D Porcentaje de humedad, nitrégeno, carbono, hidrégeno, azufre y oxigeno de las muestras de sedimento
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Visualizacion de ADN — geles de agarosa (muestras por duplicado)

Anexo E.

Anexo E Gel de agarosa al 1 % con ADN metagendmico de las muestras de sedimento (muestra 15) y agua (muestra 16)
del ojo de agua del anidamiento de aves, extraido por los métodos lisis in situ - absorcién en silice y con kit (en la parte
inferior estd la lectura de la concentraciéon de las muestras por espectrofotometria)
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Anexo F.

Anexo F Gel de agarosa al 1 % con ADN metagenémico de las muestras de agua (muestra 18), sedimento (muestra 19 a,
19 by 19 ¢) y aire (muestra 20) del Bajo de 10, extraido por los métodos lisis in situ - absorcién en silice (en la parte
inferior estd la lectura de la concentracién de las muestras por espectrofotometria)
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Anexo G.
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Anexo G Gel de agarosa al 1 % con
ADN metagendmico de las muestras
de agua (muestra 21, 29, 31, 33, 35,
39 y 41), sedimento (muestra 22,
30, 32, 34, 36, 40 y 42) y aire
(muestra 23 y 26) de UMDI, Puerto
de abrigo, LANRESC 5 (29 y 30),
LANRESC 3 (31 y 32), Oeste del
muelle (33 y 34), Este del muelle (35
y 36), Desagtie granja camaronera y
Periferia basurero, extraido por los
métodos lisis in situ - absorcién en
silice (en la parte inferior estd la
lectura de la concentracion de las
muestras por espectrofotometria)



Anexo H.

Punto de muestreo

Fluorémetro

Concentracion

Nanodrop

ONE

(ng/ul)

Nanodrop 2000

Filtro 0.45 um - - 67.7 1.355 0.978 1.39 0.82
Sedimento
Filtro 0.45 um - - 64 1.28 0.956 1.34 0.79
Ojo de agua — La Filtro 0.45 um - - 20.1 0.403 0.19 2.12 0.3
Carbonera Filtro 0.45 um - - 31.2 0.624 0.332 1.88 0.48
Agua
Filtro 0.22 um &1 - - 12.2 0.244 0.118 2.06 0.59
Filtro 0.22 um - - 7 0.139 0.061 2.28 0.29
Silice - - 38.6 0.772 0.416 1.85 0.79
Silice - - 42.4 0.848 0.534 1.59 0.72
Sedimento
Kit - - 30.2 0.604 0.392 1.54 0.89
Kit - - 29.2 0.585 0.349 1.68 0.57
Ojo de agua - Silice - - 21.3 0.425 0.195 2.18 0.35
anidamiento de
aves Silice - - 14 0.28 0.113 2.47 0.32
Kit - - 18.6 0.373 0.262 1.42 0.61
Agua
Kit - - 21.9 0.437 0.257 1.7 0.72
Filtro 0.22 um - - 23.4 0.469 0.219 2.14 0.87
Filtro 0.22 um - - 13.7 0.274 0.131 2.09 0.64
Agua - - 31.3 0.625 0.324 1.93 0.56
—— Bajo de 10
Sedimento - - 51.9 0.328 0.183 1.79 0.64
UMDI Agua 33.8 100.131 92.5 1.85 1.144 1.62 0.65
sedimento - - 59.9 1.199 0.763 1.57 0.72
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Nanodrop

Fluorémetro

Nanodrop 2000

Punto de m tr S
T Concentracion 260 280
(ng/ul) (A) (A)

Sedimento 18 - 41.2 0.177 0.105 1.68 0.46
Puerto de abrigo - mar

Agua 42 - 181.7 - - 1.35 -

Sedimento 12 - 63.1 0.532 0.304 1.75 0.81
Puerto de abrigo - mirador

Agua 16 - 51.0 - - 1.59 -

Agua 7.4 48.268 44.2 0.884 0.335 2.64 0.53
LANRESC punto 5

sedimento 11.15 82.876 69.2 1.383 0.92 1.5 0.66

Agua 5.5 40.467 35.6 0.711 0.386 1.85 0.55
LANRESC punto 3

sedimento 5.8 23 91.7 1.834 1.214 1.51 0.69

Agua - - 72.9 1.458 0.907 1.61 0.61
Oeste del muelle

sedimento - - 49 0.979 0.589 1.66 0.68

Agua - - 45.7 0.914 0.517 1.77 0.6
Este del muelle

sedimento - - ND - - - -
Cerca de la poblacién sedimento 3.5 - 21.1 1.487 1.067 1.39 0.66
(borde habitado) Agua 9.4 _ 41.4 _ _ 1.61 _

sedimento 9.4 - 153.5 - - 1.29 -
Cerca de la estacion de gasolina

Agua 10 - 53.5 - - 1.50 -

Agua - 37.8 133 2.659 1.594 1.67 0.72
Desagtie de la granja camaronera

sedimento 11.69 115.373 100 2.001 1.27 1.58 0.7

Agua 1.47 - 50.8 1.015 0.642 1.58 0.47
Periferia al Basurero

sedimento 5.9 144.856 175.5 3.51 2.668 1.32 0.58
Ojo de agua - La Bocana Sedimento 1.8 - 91.9 - - 1.12 -
La Bocana entrada Sedimento 18 - 45.3 - - 1.44 -
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Nanodrop

Fluorémetro Nanodrop 2000

Punto de muestreo S

Concentracion 260 280

(ng/ul) (A) (A)
La Bocana fondo medio Sedimento 1.24 - 21.2 - - 1.29 -
La Bocana fondo profundo Sedimento 0.195 - 8.2 - - 1.15 -
Puerto de abrigo - laguna Sedimento 2.4 - 27.6 - - 1.26 -
Ojo de agua - La Bocana Agua 0.42 - 15.9 - - 1.33 -
La Bocana entrada Agua 19 - 38.4 - - 1.63 -
La Bocana fondo medio Agua 7.5 - 25.9 - - 1.44 -
La Bocana fondo profundo Agua 14 - 38.5 - - 1.66 -
Puerto de abrigo - laguna Agua 29 - 80.4 - - 1.59 -

Anexo H Cuantificacion del ADN de los puntos muestreados, por fluorometria y espectrofotometria (Nanodrop 2000 y
Nanodrop ONE), absorbancias y relacién de pureza de las diferentes extracciones preliminares
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Anexo I.

Ojo de agua - La 1 Agua 48.4 0.968 0.642 1.508 1.406
Carbonera 2 17.8 1.034 0.703 1.472 1.412
Ojo de agua - Silice Agua 0 1.431 0.951 1.504 1.49
anidamiento de aves Kit 46.6 0.933 0.606 1.538 1.398
1 Agua 0 1.443 0.976 1.478 1.47
UMDI 1 28.25 1.008 0.637 1.582 1.375
2 Sedimento 26.5 1.01 0.639 1.581 1.413
3 45.4 0.909 0.576 1.578 1.361
1 Agua 48.3 0.965 0.634 1.523 1.412
1 42.2 0.844 0.552 1.528 1.384
LANRESC punto 5 .
2 Sedimento 40.7 0.814 0.546 1.49 1.099
3 0 2.04 1.369 1.49 1.592
1 Agua 40.5 0.809 0.522 1.551 1.236
LANRESC punto 3 -
1 Sedimento 23 1.002 0.668 1.5 1.403
1 Agua 37.8 1.452 0.905 1.605 1.463
Desagtlie granja 1 29.05 1.35 0.898 1.504 1.379
camaronera 2 Sedimento 47.3 0.946 0.638 1.482 1.238
3 39.1 0.782 0.537 1.455 1.241
1 Agua 0 1.484 0.979 1.515 1.437
. 1 84.7 1.693 1.23 1.376 0.831
Periferia al basurero .
2 Sedimento 30 1.246 0.862 1.446 1.063
3 30.25 1.968 1.395 1.411 1.189

Anexo I Cuantificacién del ADN de muestras purificadas por espectrofotometria (Nanodrop ONE),
absorbancias y relacion de pureza
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Anexo J.

Géneros
patogenos

Corynebacterium
Mycobacterium

Tsukamurella

Brucella
Ehrlichia
Rhodobacter

Bacillus
Enterococcus
Listeria
Staphylococcus

Streptococcus

Alcaligenes
Burkholderia

Neisseria

Vias de acceso

GI

R T OS
1 1
4 1 1
1
1
1
1 1 1
1
1
1 1 1
1 1
1 1 1
3 2 2
1 1

Géneros
patogenos
Chlamydia

Clostridium

Anabaena

Microcystis

Aureobasidium

Campylobacter

Helicobacter
Aspergillus
Coccidioides
Penicillium

Chryseobacterium

Acinetobacter

Vias de acceso

GI

1

R T OS

1

1

Géneros
patogenos

Aeromonas
Coxiella
Francisella
Grimontia
Haemophilus
Klebsiella
Legionella
Photobacterium
Pseudomonas
Salmonella
Shigella spp.
Stenotrophomonas
Vibrio

Yersinia

Saccharomyces

Leptospira

Vias de acceso

GI R T OS

1 1
1 1 1
1
1 1
1 1 1
1 1
1
1 1 1
8 5 7
1
1 1
1 1 1

Total general

35 29 26 44

Anexo J Clasificacion de los 65 agentes etioldégicos de interés por género segun la via de afectaciéon al humano,
Gastrointestinal (GI), Respiratorio (R), Tépico (T) y Otros Sistemas (OS)
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Anexo K. Corynebacterium 1 1 1
Mycobacterium 4 2 1 4 1 2 2 1 1 1 1 1 1
Tsukamurella 1 1
Brucella 1
Ehrlichia 1
Rhodobacter 1 1 1 1 1
Bacillus 1 2 1 2 1 1 2 1
Enterococcus 1 1 1 1 1 1 1
Listeria 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Staphylococcus 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Streptococcus 1 1
Alcaligenes 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Burkholderia 3 1 2 1 1
Neisseria 1 1 1 1 1
Chlamydia 1 1 1 1 1 1 1
Clostridium 1 2 3 4 3 2 1 1 3 2
Anabaena 1 1 1
Microcystis 1 1 1
Aureobasidium 1 1
Campylobacter 1 1 2 2 2 1 2 1
Helicobacter 1 1 1 1 1 1 1
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Géneros

patogenos

A. potable
A. dulce
A. residual
Sedimento
Alimentos
Fomites
Nosocomial
Humanos
Mamiferos
y/o vector

Aspergillus 2 2 1 2

Coccidioides 1 1

Penicillium 1 1 1

Chryseobacterium 1 1 1 1 1

Acinetobacter 2 2 1 2

Aeromonas 2 3 3 1 2 2 2 1 1 1 1

Coxiella 1 1 1 1 1 1 1 1

Francisella 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Grimontia 1 1

Haemophilus 1 1 1 1 1

Klebsiella 1 1 1 1 1 1 1

Legionella 1 1 1 1 1 1 1

Photobacterium 1 1 1 1 1

Pseudomonas 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Salmonella 1 1 1 1 1 1

Shigella spp. 1 1 1 1 1

Stenotrophomonas 1 1 1 1 1 1 1 1

Vibrio 2 6 8 2 6 8 2 1

Yersinia 1 1 1

Saccharomyces 1 1 1

Leptospira 1 1 1 1 1 1
Total general 24 40 47 9 37 33 12 35 11 12 16 10 7 20

Anexo K Clasificacién de los 65 agentes etiolégicos de interés por género de acuerdo al medio en el que la literatura
reporta que habitan
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Anexo L.

Biorremediacion

g |
Agente etioldégico § % é Otros usos
S % 3
s & 5
T
Acinetobacter baumannii X
Acinetobacter calcoaceticus X
Aeromonas hydrophila X X Biosurfactantes
Aeromonas schubertii X X Biosurfactantes
Aeromonas veronii subsp. sobria X X Biosurfactantes
Alcaligenes X x x Biosurfactantes
Anabaena sp. Fertilizante natural y eliminacién de CO2
Asperygillus flavus
Asperygillus niger
Aspergillus sp. x x x Degradacion de colorantes
Aureobasidium pullulans
Bacillus anthracis
Bacillus cereus X X X Produccién de bioetanol, agente de control
biolégico, produccion de antibidticos
Brucella abortus
Burkholderia cepacia X Produccién de antibiéticos
Burkholderia mallei X
Burkholderia pseudomallei Biocatalizador
Campylobacter coli




Agente etiolégico

Biorremediacion

Hidrocarburos

Pesticidas

Metales

Otros usos

Campylobacter fetus

Campylobacter jejuni

Chlamydia psittaci

Clostridium botulinum

Industria farmacéutica

Clostridium perfringens

Clostridium tetani

Coccidioides immitis

Corynebacterium diphteriae

Coxiella burnetii

Ehrlichia spp.

Elizabethkingia meningoseptica

Enterococcus faecalis

Industria de alimentos y farmacéutica

Francisella tularensis

Grimontia hollisae

Industria farmacéutica

Haemophilus influenzae

Helicobacter pylori

Klebsiella pneumoniae

Industrial

Legionella pneumophila

Leptospira interrogans

Listeria monocytogenes
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Agente etioldgico

Biorremediacion

Hidrocarburos

Pesticidas

Metales

Otros usos

Microcystis sp. X

Mycobacterium avium X

Mycobacterium kansasii X

Mycobacterium tuberculosis X Deshalogenacion de alcanos

Mycobacterium xenopi

Neisseria meningitidis

Penicillium italicum X

Peptoclostridium difficile

Photobacterium damselae

Pseudomonas aeruginosa X X X Biodegradacién de medicamentos, produccion de
biosurfactantes

Rhodobacter sphaeroides Industria farmacéutica, Produccién de Hidrogeno
(fuente energética)

Saccharomyces cerevisiae Industria alimenticia, produccion de etanol

Salmonella enterica serovar Typhi

Shigella spp. X

Staphylococcus aureus Degradacion de colorantes

Stenotrophomonas maltophilia Control biolégico y biorremediacion de explosivos

Streptococcus pneumoniae

Tsukamurella X Industria farmacéutica y produccion de

biocombustibles
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Biorremediacion

Otros usos

Agente etiolégico

Pesticidas
Metales

Hidrocarburos

Vibrio alginolyticus Produccién de biodetergentes, proteccién contra
otros patégenos

Vibrio Cholerae

Vibrio cincinnatiensis

Vibrio furnissii

Vibrio mimicus X

Vibrio parahaemolyticus X

Vibrio splendidus Produccién de biocombustible
Vibrio vulnificus x Industrial

Yersinia enterocolitica Produccién de enzimas

Anexo L Clasificacion de los 65 agentes etiolégicos de interés de acuerdo a la aplicacién en biorremediacion o industrial
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