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Resumen

Caracterizacion de la microbiota de Triatoma infestans y su rol en la resistencia a piretroides

El control de Triatoma infestans, principal vector de Trypanosoma cruzi, se basa
principalmente en el uso de piretroides. Sin embargo, la aparicion de poblaciones
resistentes a estos compuestos ha reducido la efectividad de las estrategias de control.
Si bien los mecanismos genéticos de resistencia han sido ampliamente estudiados,
evidencia reciente sugiere que la microbiota intestinal también podria desempenar un

papel clave en la tolerancia a los insecticidas.

En este trabajo se analiza la microbiota intestinal de T. infestans de colonias

resistentes y susceptibles a deltametrina para evaluar su posible rol en la resistencia.

Las muestras resistentes mostraron una menor diversidad microbiana, con una
reduccion significativa en el indice Chaol. El analisis de coordenadas principales (PCoA)
evidenci6 una clara separacion entre las comunidades microbianas de los grupos
resistentes y susceptibles, con diferencias en su composicion. Se identificaron taxones
predominantes, con Arsenophonus presente en ambos grupos y con una mayor
abundancia en las poblaciones susceptibles, mientras que Enterococcus se encontro

enriquecido en las poblaciones resistentes.

Los ensayos preliminares de toxicidad revelaron que el tratamiento con
antibioticos redujo la carga bacteriana intestinal y disminuy6 la resistencia a la
deltametrina en ambos grupos, sugiriendo un papel protector de la microbiota frente al

insecticida.

Estos hallazgos subrayan la importancia de la microbiota en la resistencia a
insecticidas y sugieren la necesidad de investigaciones adicionales para comprender

mejor su funcion y aplicacion en estrategias de control vectorial.



Abstract

Characterization of Triatoma infestans microbiota and its role in pyrethroid resistance.

The control of Triatoma infestans, the main vector of Trypanosoma cruzi,
depends primarily on the use of pyrethroids. However, the emergence of resistant
populations to these compounds has reduced the effectiveness of control strategies.
While the genetic mechanisms of resistance have been widely studied, recent evidence

suggests that the intestinal microbiota may also play a key role in insecticide tolerance.

This study analyzes the intestinal microbiota of T. infestans from

deltamethrin-resistant and susceptible colonies to assess its potential role in resistance.

The resistant samples showed lower microbial diversity, with a significant
reduction in the Chaol index. Principal coordinates analysis (PCoA) revealed a clear
separation between the microbial communities of the resistant and susceptible groups,
with differences in their composition. Predominant taxa were identified, with
Arsenophonus present in both groups, showing higher abundance in the susceptible

populations, while Enterococcus was enriched in the resistant ones.

Toxicity assays revealed that antibiotic treatment reduced intestinal bacterial
load and decreased resistance to deltamethrin in both groups, suggesting a protective

role of the microbiota against the insecticide.

These findings highlight the importance of the microbiota in pyrethroid
resistance and suggest the need for further research to better understand its function

and potential application in vector control strategies.
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1. Introduccion

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una problematica de gran relevancia en Argentina y
en América Latina. Es provocada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, el cual
alterna de hospedador entre mamiferos e insectos triatominos (Hemiptera, Reduviidae).
La principal via de transmisién es por via vectorial a través de insectos triatominos,
existiendo también otras vias secundarias de transmision como la transfusion de sangre
de donantes infectados, accidentes de laboratorio, por consumo de alimentos o bebidas
contaminados con material fecal de triatominos infectadas y por transmision vertical. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 6-7 millones de
personas en el mundo estan infectadas con el parasito y cerca de 75 millones estan en
riesgo de contraerla, por vivir en condiciones o areas en donde existe una alta

probabilidad de exposicion al parasito (World Health Organization [WHO], 2023).

Por mas que la enfermedad de Chagas sea endémica para 21 paises de América
Latina, su distribucién no se encuentra limitada a esta region. Las migraciones han
llevado a personas infectadas a diferentes partes del mundo, lo que ha llevado a una
mayor deteccion de la enfermedad en paises como Estados Unidos, Canada, algunos

paises de Europa y del Pacifico occidental (WHO, 2023; Erin et al. 2016).

La principal regiéon geografica en nuestro pais en la que existe una gran cantidad
de casos de la enfermedad es en el Gran Chaco y zonas adyacentes. El Gran Chaco es
una ecoregion que abarca 1.3 millones de km2 sobre el norte de Argentina, Paraguay y
Bolivia. Se divide en dos regiones, el Chaco Hamedo y el Chaco Seco. Esta region posee
una gran amplitud térmica, lo que posibilita la existencia de gran biodiversidad en

ambientes muy diversos (Glirtler 2007).



1.11. Biologiay ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario, agente causante de la enfermedad
de Chagas (Chagas, 1909). Pertenece al orden Tripanosomatida, de la clase
Kinetoplastea. Presenta un solo flagelo que emerge de una invaginacion llamada bolsillo
flagelar, una sola mitocondria y una organela llamada kinetoplasto que se ubica cerca de
la base del flagelo. T. cruzi presenta estadios de vida morfologica y fisiologicamente
diferentes: amastigote, epimastigote y tripomastigote. En el estadio amastigote el
parasito posee una forma esférica y es la forma reproductiva dentro de las células de
mamifero. En la forma epimastigote, el parasito posee morfologia alargada, con el
kinetoplasto anterior al nucleo y es la forma que adoptan al reproducirse en el tracto
digestivo de los insectos. En el estadio tripomastigote el parasito también es alargado
pero el kinetoplasto se localiza posterior al nucleo, es la forma infectante que se puede
encontrar en la sangre de los mamiferos y no se divide (Brener, 1973; De Lana y Marques

de Menezes Machado, 2010).

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi alterna entre dos hospedadores, un
mamifero y un insecto triatomino, por lo que se describen las etapas en los dos

hospedadores.

En el ciclo que ocurre en el mamifero, el triatomino infectado de T. cruzi genera
una picadura y defeca en la herida, transmitiendo los parasitos en estadio
tripomastigote metaciclico. Al ingresar en las células del hospedador cambian de estadio
a amastigote, su etapa reproductiva donde se reproducen por fision binaria. Luego se
produce la transformacion a tripomastigote y la célula se rompe, liberando los parasitos

para que infecten otras células repitiendo el ciclo de multiplicacion e infeccion.

En el insecto, el ciclo de vida ocurre al picar a un mamifero infectado, algunos
tripomastigotes se transmiten a €l a través de la sangre de la cual se alimentan. En su
intestino se transforman en epimastigotes, etapa reproductiva de T. cruzi en el insecto.

Alli se reproducen y migran al recto, donde se transforman en tripomastigotes



metaciclicos, y salen a través de las heces. De esta manera, al infectar a un nuevo

hospedador, se repite el ciclo (Tyler y Engman, 2001).

Tripomastigotes metaciclicos
penetran células por la herida
y evolucionan a amastigotes

Picadura de Triatomino
(vinchuca). Paso de
tripomastigotes metaciclicos
en heces del animal al

Amastigotes se multiplican
en las celulas de los tejidos
infectados (fision binaria)

e \ T formando pseudo quistes
: Infeccion a nuevas < Amastigotes se
células transforman en
tripomastigotes, salen de
las células y entran en
f T circulacion sanginea
4 {
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tripomastigotes ,’\/ %l Y 2
metaciclicos infectantes 1-_{3/ o (—/
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Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Extraido de Storino (2023).

1.1.2  Triatominos

Los triatominos son una subfamilia de insectos de la familia Reduviidae, del
orden Hemiptera. Se los conoce vulgarmente como “vinchuca” o “kissing bug” en
distintas partes del mundo. Se han reportado mas de 140 especies (Schofield y Galvao,

2009), siendo la mayoria de ellos potenciales vectores del parasito Trypanosoma cruzi.

Estos insectos son hemimetabolos, es decir que sufren una metamorfosis
incompleta. Al eclosionar del huevo, el triatomino pasa por cinco estadios de ninfa antes
de llegar al estadio de adulto (Fig. 2). La duracion del ciclo de vida puede transcurrir

desde algunos meses hasta los dos anos, dependiendo de la especie. Todos los estadios



de vida son estrictamente hematofagos, es decir que se alimentan de sangre de

vertebrados y pueden pasar meses sin alimentarse (Lent y Wygodzinsky, 1979).
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Figura 2: Estadios de Panstrongylus chinai, desde huevo hasta adulto. Extraido de
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Mosquera et al. 2016.

Su distribucion geografica en Argentina se extiende desde el limite norte del pais
hasta el sur de la provincia de Chubut (Fig. 3). Esta se relaciona con factores climaticos,
predominando en amplias regiones secas y calidas, estrechamente ligadas con el habitat

de aves y mamiferos, su principal fuente de alimento.

Aunque el cambio climatico puede alterar las condiciones ambientales para los
triatominos, su impacto sobre su distribucion geografica es variable y depende de una
serie de factores complejos. Los modelos predictivos indican que las modificaciones en
la temperatura y la precipitacion podrian modificar las condiciones favorables para
algunas especies (Ceccarelli y Rabinovich, 2015). Sin embargo, en Argentina, se ha
planteado que factores como la deforestacion, la urbanizacion y la movilidad humana
tienen un impacto mas significativo que el clima en la expansion de los triatominos

(Gorla, 2021).

Algunas de las especies importantes del punto de vista epidemiologico son:

Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus y
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Rhodnius prolixus, siendo Triatoma infestans el principal vector de la enfermedad de

Chagas en Argentina y en otros paises de América Latina (Cucunuba et al., 2024).
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Figura 3: Mapa de distribucion de triatominos en el continente americano. A: Especies

domiciliarias. B: Otras especies de importancia epidemiologica. Extraido de Cucunuba et al.,

(2024).

Los triatominos se pueden encontrar debajo de troncos y cortezas caidas,

arboles huecos y raices expuestas. Muchas especies se han vuelto peridomiciliarias,

apareciendo en establos y corrales de animales. Las especies silvestres se han

encontrado en nidos de aves, madrigueras de mamiferos pequeiios, arboles huecos y

piedras apiladas (Lent y Wygodzinsky, 1979). Los lugares comunes donde pueden
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refugiarse son las viviendas rurales precarias, particularmente las casas de barro y
construcciones con paredes hechas de adobe y techos de paja. Alli, los insectos
prefieren refugiarse en lugares oscuros y estrechos, como las grietas de las paredes y
recovecos de la vivienda (Lent y Wygodzinsky, 1979; Girtler 2009). Estos se mantienen
inmoviles durante el dia y emergen durante la noche para alimentarse. Pueden pasar
meses sin consumir alimento y su actividad se reduce durante los meses invernales

(Lent y Wygodzinsky, 1979).

1.1.4. Control vectorial

Una de las principales acciones para combatir la Enfermedad de Chagas es el
control vectorial que consiste en la fumigacion con piretroides sintéticos en las
viviendas de las areas donde se ha reportado la presencia de triatominos. Los
principales piretroides que se utilizan para la fumigacion son los cianopiretroides,
llamados de tercera generacion, que contienen un grupo CN- en su estructura quimica
(WHO, 1994). La deltametrina (C,,H;,Br,NO;) es uno de los mas utilizados en el control
vectorial de la enfermedad de Chagas en el Cono Sur (Zerba, 2021). Este es un piretroide
sintético basado en piretrinas, compuestos naturales que se extraen de las flores de
crisantemo. El mecanismo de toxicidad es mediante contacto a partir de la penetracion
de la cuticula del insecto y/o mediante la digestion, paralizando rapidamente el sistema
nervioso mediante la interaccion con los canales de sodio de las membranas neuronales
(Haug y Hoffman, 1990). Algunos de sus principales usos se basan en el control de plagas
en la agricultura y en la prevencion de enfermedades transmitidas por vectores, como la

malaria y la enfermedad de Chagas.

La deltametrina fue utilizada por primera vez en la década de 1980 para el
control de triatominos, presentando una elevada eficacia sobre Triatoma infestans
(Zerba, 1999). Previo a la introduccion de este piretroide, el control del vector se
realizaba principalmente con insecticidas organoclorados, fosforados y carbamatos. Sin
embargo, su reemplazo por este compuesto fue exitoso ya que presentd numerosas

ventajas. Entre ellas, se destaca su alta eficacia insecticida y su formulacion innovadora

12



en forma de suspension concentrada de microparticulas en agua, lo que le otorga una
excelente eficacia, buena residualidad y mayor seguridad en su aplicacién. Ademas, al no
tener olor, fue bien aceptado por los habitantes de las viviendas tratadas, evitando el
rechazo generado por otros insecticidas. Otra ventaja relevante es que se aplica en
concentraciones mucho mas bajas, entre 50 y 100 veces menores, en comparacioén con

los compuestos previamente utilizados (Zerba, 1999).

A partir de la década de 1990, se vio necesaria la implementacion de una
campana de eliminacion de la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas en los
paises del Cono Sur. De esta manera fue propuesta la Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR)
contra la Enfermedad de Chagas. Esta campana se baso en la implementacion intensiva
y extensiva de piretroides de tercera generacion, principalmente deltametrina.
Generalmente los gobiernos de los paises del Cono Sur se rigen por recomendaciones y
protocolos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2006), por
lo que piretroides alternativos eficaces contra Triatoma infestans no fueron utilizados

en la campana al no ser incorporados al listado de piretroides de la OMS (Zerba, 2021).

A pesar de la alta eficacia de los piretroides, en diversas regiones del Gran Chaco
se ha registrado la presencia de triatominos intradomiciliarios luego de la fumigacion

con deltametrina (Giirtler, 2004; Vazquez Prokopec et al. 2009).

En el ano 1995 se inicié un monitoreo de fenémenos de resistencia a insecticidas,
fomentado en 1994 por la OMS. A principios de los afios 2000, ensayos toxicologicos
evidenciaron una alta resistencia a la deltametrina en muestras provenientes de
diferentes localidades de la provincia de Salta (Picollo et al. 2005). Se encontraron
poblaciones con alta resistencia en la zona fronteriza con Bolivia, la localidad de
Salvador Mazza y sus barrios aledanos (Germano et al. 2010) y en la localidad de
Acambuco (Germano et al. 2012). También, en la provincia de Chaco, en las localidades

de Pampa del Indio (Carvajal et al. 2012) y J.J. Castelli (Fronza et al. 2016).
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1.2 Detoxificacion de piretroides y mecanismos de resistencia

Los insectos han desarrollado diversos mecanismos de resistencia a piretroides,
siendo la deltametrina uno de estos. Se cree que la causa de este fenobmeno es
multifactorial, siendo participes mecanismos metabolicos, regulacion de enzimas y la
expresion de varios genes desintoxicantes microbianos en los intestinos de los insectos

(Jaffar et al. 2022).

En los insectos, los insecticidas son degradados por la actividad de diversas
enzimas. Los citocromos P450 (CYPs) y esterasas son participes de una primera fase en
la que realizan reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis del xenobiotico. En una
segunda fase, las enzimas citosolicas Glutation Transferasas (GSTs) son fundamentales
ya que participan de multiples reacciones de detoxificacion del piretroide (Li et al. 2007,

Tao et al. 2022).

Los insecticidas tienen como blanco los canales de sodio voltaje dependientes en
las membranas de las neuronas, modificando su funcién. Se describieron mutaciones
llamadas kdr (knockdown resistance) en estos canales las cuales reducen la sensibilidad
a los piretroides (Soderlund, 2008). En triatominos, se encontraron dos mutaciones
puntuales del tipo kdr en Triatoma infestans asociadas a la resistencia a deltametrina
(L1014F, L925I) (Capriotti et al., 2014; Fabro et al., 2012) y una alta frecuencia de estas

mutaciones en poblaciones resistentes (Fronza et al. 2020).

Se encontré una sobreexpresion de genes CYP en las poblaciones resistentes
(Dulbecco et al. 2018, Grosso et al. 2016; Traverso et al. 2017) ubicandose en la cuticula
del insecto (Dulbecco et al. 2021). La elevada expresion de estos genes en las
poblaciones resistentes podria estar ocasionando una detoxificaciéon mas rapida del

insecticida en comparacion con las poblaciones susceptibles.

También, se ha reportado que la cuticula de Triatoma infestans de las

poblaciones resistentes a piretroides son diferentes a las sensibles, siendo mas gruesas
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y con una mayor cantidad de hidrocarburos en su superficie (Pedrini et al. 2009). Esto

podria estar ocasionando una disminucion de la absorcion del piretroide.

1.3 La Microbiota

Los insectos poseen microorganismos simbiontes colonizando su interior,
participando de diversas funciones, como suministrar nutrientes esenciales al insecto,
facilitar la digestion y proteger la superficie intestinal contra patégenos (Garcia et al.

2010), ya sea activando el sistema inmune o produciendo toxinas (Douglas, 2014).

El tracto intestinal de los triatominos esta colonizado por numerosas especies de
bacterias (Vallejo et al. 2009). Alli, la microbiota entra en contacto con péptidos
antimicrobianos, lo que determina si es eliminada o si se establece en el intestino
(Schaub, 2024). Se ha evidenciado que algunas bacterias producen nutrientes esenciales
para el insecto. Por ejemplo, en ejemplares de campo de Triatoma dimidiata se ha
encontrado la presencia de la bacteria Bacillus megaterium, la cual contiene enzimas

para la sintesis de vitamina B (Lopez-Ordonez et al. 2018).

A su vez, la microbiota participa en el proceso de infeccion con T. cruzi. Por
ejemplo, se encontré que Serratia marcescens, aislado de Rhodnius prolixus, afecta el
desarrollo inicial de T. cruzi y se evidencié que un gran namero de bacterias contienen
actividad anti-trypanosoma (Azambuja et al. 2004). También, Beard et al. (2002)
demostraron que al transformar ejemplares de R. prolixus con bacterias que
sobreexpresaban genes anti-trypanosoma, se eliminaba la presencia de T. cruzi del

intestino.

En Triatoma infestans, se ha investigado la composicion de su microbiota
intestinal tanto en ejemplares de bioterio como en poblaciones de campo, considerando
individuos infectados y no infectados con T. cruzi (Waltmann et al. 2019). Los resultados
de este trabajo indican que en bioterio unos pocos géneros dominan la comunidad

microbiana, mientras que en campo la composiciéon es mas diversa y heterogénea.
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La microbiota de los insectos y su composicion puede estar modulada por
diversas variables, como cambios o escasez en la alimentacion y exposicion a sustancias
toxicas (Adair y Douglas, 2017). Numerosos estudios han identificado bacterias en
diferentes insectos con un rol clave en la degradacion de insecticidas y han descrito que
la relacion simbiotica entre la microbiota y el hospedador favorece la detoxificacion de
piretroides (Blanton y Peterson, 2020; Siddiqui et al. 2022; Jaffar et al. 2022). Se ha
encontrado una relacion entre especies del género Enterococcus y la resistencia al
insecticida clorpirifos en Plutella xylostella (Xia et al. 2018). Por otro lado, Almeida et al.
(2017) han descubierto bacterias del género Pseudomonas, Leclercia, Arthrobacter y
Microbacterium en el intestino del insecto Spodoptera frugiperda capaces de degradar
diversos insecticidas, como etil clorpirifés, cihalotrina, spinosad, lufenurén vy

deltametrina.

En cepas de Riptortus pedestris resistentes a fenitrotion, se ha evidenciado que
bacterias del género Burkholderia pueden degradar este compuesto (Kikuchi et al. 2012).
De manera similar, en la mosca oriental de la fruta (Bactrocera dorsalis), Citrobacter
freundii es capaz de degradar triclorfon, y en este caso se ha observado una
sobreexpresion de genes bacterianos que codifican para la enzima fosfatasa hidrolasa
(Cheng et al. 2017). En ambos insectos, las bacterias involucradas producen enzimas con

funcion detoxificante.

Estudios recientes, como el de Wang et al. (2021), han demostrado que las
colonias de insectos resistentes a insecticidas presentan una composicion de
microbiota intestinal significativamente distinta respecto de las colonias sensibles. En
particular, se han identificado diferencias especificas en la microbiota de poblaciones
resistentes a deltametrina en comparacion con aquellas no resistentes. Por ejemplo, en
Plutella xylostella, conocida comtnmente como “polilla”, predominan las especies
Enterococcus mundtii y Carnobacterium maltaromaticum en el intestino medio de las

poblaciones resistentes a este piretroide (Li et al. 2017).

Otras investigaciones descubrieron resultados interesantes en relacion al

tratamiento con antibidticos en cepas resistentes a insecticidas. Por ejemplo, en el
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mosquito africano Anopheles arabiensis (Barnard et al. 2019) y en poblaciones de Aedes
aegypti en Colombia (Arevalo-Corteés et al. 2020), se observd una disminucion de la
resistencia a DDT y a lambda-cihalotrina, respectivamente, sugiriendo que la microbiota

podria estar implicada en el fenotipo de resistencia.

Sin embargo, en triatominos aun no se han realizado estudios para explorar la
microbiota y su relacion con el fenotipo de resistencia a deltametrina. Actualmente en
nuestro pais, la resistencia de Triatoma infestans a este piretroide es una problematica
que dificulta el control vectorial de la enfermedad. Por lo tanto, teniendo en cuenta los
antecedentes descritos en otros modelos de insectos, en nuestro grupo de trabajo
consideramos que es necesario estudiar la microbiota de T. infestans y su rol en la

resistencia a la deltametrina.

2. Obijetivos e hipotesis

La hipotesis de este trabajo plantea que la composicion de la microbiota
intestinal en Triatoma infestans influye en el fenotipo de resistencia a piretroides.

La composicion de la microbiota intestinal en Triatoma infestans influye en el
fenotipo de resistencia a piretroides. Se espera que las poblaciones resistentes a
deltametrina presenten una microbiota intestinal distintiva en comparacion con las
susceptibles. Por lo tanto, al modificar la microbiota intestinal con antibioticos, se
esperaria un cambio en el fenotipo de resistencia a la deltametrina, medido mediante

ensayos de toxicidad.

El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar el rol de la microbiota

de Triatoma infestans en la resistencia al piretroide deltametrina.
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Los objetivos especificos son:

- Identificar y analizar, mediante estudios bioinformaticos de
metagenomica, la composicion de la microbiota de Triatoma infestans
provenientes de colonias resistentes y susceptibles al piretroide

deltametrina.

- Realizar ensayos de toxicidad entre las comunidades resistentes y
susceptibles para evaluar si la reduccion de la microbiota intestinal influye

en la respuesta de Triatoma infestans piretroide deltametrina.

3.  Materiales y métodos
3.1 Procedencia de los insectos

Las ninfas de cuarto estadio criadas en laboratorio fueron provistas por la
Unidad Operativa de Vectores y Ambiente - Centro Nacional de Diagnostico e
Investigacion en Endemoepidemias (UnOVE-CeNDIE) ANLIS Malbran - Ministerio de
Salud de la Nacion. En el momento del transporte, las colonias habian sido mantenidas

en laboratorio durante al menos seis generaciones.

3.2.  Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las ninfas de Triatoma infestans de bioterio se
realizo el siguiente procedimiento. Se extrajo el intestino medio posterior de las
colonias resistentes (Acambuco y Bolivia) y susceptibles (X32) a deltametrina. Se
dividieron en grupos de cinco para la extraccion de ADN utilizando DNAzol (Sigma),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se trituraron usando nitrégeno

liquido, se resuspendieron en 1 ml de DNAzol y se centrifugaron durante 10 minutos a
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16.000 g a temperatura ambiente. Luego, los sobrenadantes se transfirieron a un nuevo
tubo, se anadieron 500 pl de etanol, se agitaron mediante un vortex durante 15
segundos y se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000 g. Los pellets de ADN se
lavaron con etanol al 70%, se secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en

20 pul de buffer TE.

3.3.  Secuenciacion y procesamiento de lecturas

El DNA genomico extraido de las muestras resistentes y susceptibles a
deltametrina, fue enviada a Macrogen en donde se utilizaron los primers 341F
(5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') para
amplificar la region (V3-V4) del gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S. Con
estos fragmentos se realizaron las bibliotecas de amplicones, a las que se las secuencio
en la plataforma Illumina MiSeq NGS y se obtuvieron aproximadamente 100000 reads

Pair-end de 444 bases por muestra.

Los archivos obtenidos en formato fastq tanto de las muestras sensibles como
resistentes, se analizaron con el pipeline DADA2 (Callahan et al. 2016) version 1.31.0 en
RStudio (ver script utilizado en la seccion Apéndice). En primer lugar se leyeron los
nombres de los archivos y se crearon objetos que contienen los nombres completos
ordenados de forward (F) y reverse (R) en orden coincidente. Se extrajo el nombre de
cada muestra para crear los nombres de los archivos donde van a ir las lecturas filtradas.
Se visualizaron los perfiles de calidad de cada una tanto para las lecturas F como R (Figs.
S1y S2). Se observo que las lecturas forward son de buena calidad, por lo tanto solo se
recortaron en la posicion 290 (recortando los ultimos 10 nucleoétidos). Las lecturas
reverse, como sucede generalmente en las secuenciaciones de Illumina, poseen una
peor calidad, por lo que se recortaron en la posicion 260. Se utilizaron los parametros
de filtrado estandar en para el algoritmo FilterAndTrim y se agregd el parametro
trimLeft para recortar los primers: para las secuencias F en la posicion 17 y para las R en
la posicion 21 (reads en cada muestra en Tabla 1). DADA2 construye un modelo de error a

partir de los datos observados para cada puntuacion de calidad (Fig S5y S6).
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En el siguiente paso se aplico una funcion que ejecuta un algoritmo a las
muestras filtradas y trimmeadas. El algoritmo deduce variantes de secuencias
verdaderas a partir de las secuencias tnicas y se corrigen los errores. Luego, se alinean
las lecturas F con las lecturas R correspondientes y se construyen las secuencias
consenso, las cuales solo se generan si las lecturas F y R se superponen en al menos 12
bases y son idénticas entre si en la region de superposicion. La salida es una lista de
data frames de cada muestra, la cual contiene la abundancia de cada secuencia. Las

lecturas pareadas que no se superpusieron exactamente se eliminaron.

Luego, se construyo una tabla de variantes de secuencia de amplicones (ASV), la
cual es una version de mayor resolucion de la tabla tradicional de Unidad Taxon6mica
Operacional (OTU). Cada ASV es una unidad tnica basada en diferencias reales de
nucleotidos, sin aplicar un umbral de similitud como ocurre en la agrupacion de OTUs.
Las ASVs son generalmente mas precisas que los OTUs y detectan variaciones mas finas
en las secuencias. En estas tablas, las filas corresponden a las muestras y las columnas a
las ASVs, indicando los conteos de cuantas veces se detectd esa secuencia en cada
muestra. A continuacion se eliminaron las quimeras (fragmentos de ADN de diferentes
organismos que se combinan incorrectamente), ya que con la correccion de errores se
eliminaron las inserciones, deleciones y errores de sustitucion, pero no las quimeras.
Por ultimo, se asignd una taxonomia a las ASVs utilizando la base de datos SILVA version

138.1 (Quast et al. 2013) y se descargaron las tablas de salida para continuar el analisis.

3.4.  Anilisis de la composicion de la microbiota

Para los siguientes andlisis se utilizaron las bibliotecas phyloseq (McMurdie &

Holmes, 2012), vegan (Oksanen et al. 2007) y ggplot2 (Wickham, 2016).

20



3.4.1. Rarefaccion

Al total de las muestras se les aplico el algoritmo rarefy_even_depth de la
biblioteca phyloseq (McMurdie & Holmes, 2012) para ajustar la profundidad de muestreo
de todas las muestras al nimero minimo de reads presente en una muestra para poder

asegurar una rarefaccion uniforme.

3.4.2. Diversidad

Se realizaron las estimaciones de diversidad alfa y beta para describir diferentes
aspectos de la biodiversidad. La diversidad alfa mide la biodiversidad local, es decir
dentro de una comunidad o muestra, mientras que la diversidad beta compara la

diferencia en la composicion de especies entre dos o mas muestras o comunidades.

Para calcular la diversidad alfa se utilizaron tres indices distintos: Chaol,
Shannon y Simpson. El indice Chaol mide la riqueza de especies, es decir cuantas
especies hay en la muestra incluyendo las especies raras, observadas so6lo una y dos
veces. El indice Shannon es una medicion de la diversidad que tiene en cuenta la
equidad (la distribucion de abundancias de las especies) ademas de la riqueza. Por
ultimo el indice de diversidad de Simpson se utiliza para medir la dominancia de una o
unas pocas especies en una muestra o comunidad. Previo a realizar las pruebas
estadisticas, se evalu6 la normalidad de los datos para elegir qué test utilizar. Se realizo
la prueba estadistica de t de Student para evaluar si las medias de los dos grupos,
resistentes y no resistentes, son significativamente diferentes. Los tres indices y la
prueba estadistica fueron calculados con phyloseq (McMurdie y Holmes, 2012) y vegan

(Oksanen et al. 2007).

Se calcul6 la diversidad beta entre las diferentes muestras, construyendo una
matriz de disimilitudes de Bray-Curtis. Esta matriz cuadrada mide la disimilitud entre
dos muestras basandose en la abundancia relativa de ASVs y contiene los valores de

diferencias entre pares de muestras, basados en la composicion y abundancia entre
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especies. Con los resultados de la matriz se realiz6 un grafico de analisis de
coordenadas principales (PCoA). Este analisis permite reducir la multidimensionalidad
de la matriz e identificar similitudes y diferencias entre las muestras en un espacio de
menor dimension, manteniendo las relaciones originales entre las muestras de la
manera mas precisa posible. Se realizo el test estadistico PERMANOVA (Permutational
Multivariate Analysis of Variance) para evaluar si las diferencias observadas entre los
grupos son estadisticamente significativas basandose en las distancias entre las
muestras. La matriz y el test PERMANOVA fueron calculados con phyloseq (McMurdie y
Holmes, 2012), vegan (Oksanen et al. 2007) y graficada con ggplot2 (Wickham, 2016).

3.4.4. Abundancia de taxones

Para realizar los analisis de abundancia primero se filtraron las ASVs con al
menos 2 lecturas, dejando afuera las que aparecieron una sola vez. También, se evaluo
cuantos ASVs son necesarios para explicar un porcentaje determinado de la abundancia
total. Esto se realiz6 con el objetivo de determinar cuantos ASVs incluir en el grafico de
barras para cada muestra y no sobrecargar la visualizacion con taxones que tienen una
abundancia muy baja. Se eligiéo considerar los ASVs necesarios para capturar el 85% de
la biodiversidad. De esta manera, se realizaron los graficos de barras en los que se

muestra la abundancia de género, familia, orden, clase y phylum para cada muestra.

Todas las figuras se construyeron con los paquetes vegan (Oksanen et al. 2007) y
ggplot2 (Wickham, 2016) de RStudio. Los scripts utilizados se encuentran en la seccion

Apéndice.

Por ultimo, se realiz6 una busqueda en BLASTn de los ASVs clasificados dentro
de los géneros Arsenophonus y Enterococcus contra la base de datos Core nucleotide

BLASTdatabase

(https: //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE _TYPE=BlastSearch&

LINK LOC=blasthome).
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3.5  Ensayo de toxicidad

Con el fin de evaluar el impacto de la reduccion de la microbiota intestinal en la
resistencia a la deltametrina, se llevo a cabo un ensayo de toxicidad en grupos de entre
8 y 10 ninfas de IV estadio de Triatoma infestans por tratamiento. Este enfoque

permitira analizar el rol de las bacterias intestinales en la modulacion de la resistencia.

3.5.1 Alimentacién

Los insectos fueron alimentados con sangre desfibrinada de carnero (Britania),
suplementada con un coctel de antibioticos compuesto por estreptomicina (50 pg/ml),
vancomicina (10 ug/ml) y eritromicina (25 pg/ml), utilizando un alimentador artificial
(Hemotek).

Para evaluar la efectividad del tratamiento antibiotico en la reduccion de la carga
bacteriana intestinal, se realiz6 un recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC/ml) en placas de cultivo. Luego de ocho dias de alimentacion, se extrajo el

intestino de un ejemplar y se realizo el recuento en placa por duplicado. Se inocul6 un
volumen de 0,1 ml por placa, utilizando diluciones 107° para las muestras tratadas con

antibioticos y 107 para las muestras no tratadas, asegurando un conteo adecuado de
colonias dentro del rango 6ptimo para el analisis cuantitativo. Se evalué la normalidad

de los datos con el test de Shapiro-Wilk y se realizaron tests de t de Student en Rstudio.

3.5.2 Ensayo con deltametrina

Con el objetivo de evaluar como la microbiota intestinal influye en la respuesta
toxicologica de Triatoma infestans a la deltametrina, se utilizo la metodologia de papeles
impregnados descrita por Remon et al. (2017) (Fig. 4). Este procedimiento permite
analizar como las modificaciones en la microbiota intestinal afectan la respuesta de los
insectos al piretroide. Para ello, se expusieron grupos de 10 ninfas de IV estadio para

cada tratamiento, previamente alimentadas con y sin antibioticos, a papeles de filtro de
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9 cm de didmetro impregnados con soluciones de deltametrina de grado técnico (99%

de pureza), disuelta en una mezcla 1:3 de aceite de silicona y acetona.

Las ninfas, previamente alimentadas con y sin antibioticos, fueron expuestas a
concentraciones crecientes de deltametrina, mientras que los controles fueron
expuestos a la mezcla de solventes sin insecticida, con el fin de descartar efectos no

relacionados con el compuesto activo.
Las concentraciones de deltametrina utilizadas fueron:

- CD: Concentracion discriminante de 0.36% p/v (0.9 mg/ml) segin Remon
et al. (2017).
- CD50: Concentracion que intoxica el 50% de 0.12% p/v (0.3 mg/ml).

- CD2x: Concentracion discriminante multiplicada por 2 (1.8 mg/ml).

Tras 60 minutos de exposicion, los insectos fueron trasladados a recipientes
limpios bajo condiciones controladas, y la intoxicacion se evalu6 a las 24, 48 y 72 horas
post-exposicion, registrando la proporcion de insectos intoxicados en cada grupo. La
intoxicacion se definié como la incapacidad del insecto para desplazarse desde el centro
hasta el borde de un papel de filtro de 11 cm de diametro, con o sin estimulacion

mecanica utilizando pinzas (segin el criterio de la OMS, 1994) (Fig. 5).
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Figura 4: Tratamiento con deltametrina en poblaciones resistentes y susceptibles de T. infestans,

utilizando la metodologia de papeles impregnados (Remon et al. 2017).

Figura 5: Poblaciones de T. infestans resistentes y susceptibles, luego del tratamiento con
deltametrina. Evaluacion de la incapacidad del insecto para desplazarse desde el centro hasta el
borde de un papel de filtro de 11 cm de didmetro segtin la metodologia de papeles impregnados

(Remon et al. 2017).
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4, Resultados

Se informa la cantidad de lecturas por muestra con su fenotipo correspondiente

en la Tabla 1. El namero de lecturas reportado corresponde a las lecturas forward (F),

considerando que las lecturas reverse (R) tienen la misma cantidad en secuenciacion

paired-end. El total de lecturas en las 13 muestras provenientes de bioterio es de

1284226. Se contabilizo la cantidad de ASVs totales y se logro clasificarlas en 19 phyla, 26

clases, 61 6rdenes, 107 familias y 167 géneros.

Muestra Fenotipo Cantidad de reads
X32_1 Susceptible 89867
Acambuco 1.1 Resistente 102271
Acambuco 1.2 Resistente 113708
X32_2 Susceptible 98639
X32_3 Susceptible 119520
Acambuco 2.1 Resistente 113660
Acambuco 2.2 Resistente 88977
Acambuco 2.3 Resistente 99682
Acambuco 2.4 Resistente 76045
Bolivia 1 Resistente 100007
Bolivia 2 Resistente 74111
Bolivia 3 Resistente 88633
Bolivia 4 Resistente 119106

Tabla 1: Detalle de cada muestra de bioterio con su fenotipo y cantidad de reads.
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ASVs

4.1 Analisis de la composicion de la microbiota

Luego de rarefaccionar las muestras para igualar los efectos de muestreo, se

obtuvo una cantidad de 59510 reads por muestra.

Se comenzd el analisis de las poblaciones de bioterio realizando curvas de
rarefaccion para cada muestra (Fig. 4). Las curvas muestran que la cantidad de ASVs
observadas alcanza un plateau, lo que indicaria que se captur6 la mayor parte de la
diversidad en la microbiota y que el tamano de secuenciacion es adecuado para

estudiarla.

En la Figura 5 se observan los graficos de diversidad alfa calculados con tres
indices distintos: Chaol, Shannon y el indice de diversidad de Simpson (Tabla S3). El test
t de Student mostroé diferencias significativas entre los grupos Ginicamente para el indice
Chaol (p-valor < 0.05), mientras que para los indices de Shannon y Simpson no se

observaron diferencias significativas (p-valor > 0.05), (Fig. S22-S24).
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Figura 4: Curvas de rarefaccion. En color violeta se encuentran las muestras resistentes y

en naranja las muestras sensibles a deltametrina.
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Figura 5: Diversidad alfa calculada con tres indices: Chaol, Shannon y Simpson (Tabla S3). En
color violeta se encuentran las muestras resistentes y en naranja las muestras sensibles a

deltametrina.

Con el fin de estudiar la composicion de las comunidades microbianas y
comparar las similitudes y/o diferencias entre las muestras de bioterio se realiz6 un
analisis de coordenadas principales (PCoA), calculado con una matriz de Bray-Curtis. La
matriz se visualizo en un PCoA (Fig. 6) el cual permite reducir la dimensionalidad del
conjunto de datos. El eje X explica el 67.09% de la variacion total en los datos, es decir
que gran parte de las diferencias en las comunidades microbianas entre las muestras
estan representadas en este eje. Mientras que el PCoA 2 explica el 26.46% de la
variacion total en los datos. Los dos ejes principales explican la mayor parte de la

variacion en los datos, juntos capturan el 93,55 % de la variacion total.
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El analisis revelé que la resistencia explica un 29,7% de la variacion de la

microbiota intestinal (PERMANOVA p-valor 0.011) (Fig. S21).
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Figura 6: PCoA basado en una matriz de Bray Curtis, se visualizan las diferencias en las
comunidades microbianas entre las muestras resistentes (color violeta) y susceptibles (color

naranja) a deltametrina.

En los graficos de barras se muestran las 20 ASVs mas abundantes (Fig. 7, Fig.
S13-S15) que logran capturar mas del 85% de la abundancia total (Fig. S11). En estas
figuras se puede observar para cada muestra, la abundancia relativa de cada categoria

taxonomica.
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Figura 7: Distribucion de las muestras de bioterio segin género y phylum para las muestras
resistentes y susceptibles a deltametrina. En la Tabla 1 se encuentra la informacion de cada

muestra con su fenotipo. Porcentajes en las Tablas S4 y S8.

Se realiz6 BLASTn de los ASVs clasificados dentro de los géneros mas
abundantes, Arsenophonus y Enterococcus, contra la base de datos RefSeq rRNA 16S. Los

ASVs y los resultados del BLASTn se encuentran en la Tabla S9.
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Dentro del género Arsenophonus, todas las ASVs obtuvieron al menos un 99% de
identidad con la especie Candidatus arsenophonus triatominarum.
Por otro lado, dentro del género Enterococcus, todas las ASVs obtuvieron un 90%

o mas de identidad con la especie Enterococcus faecalis.

44. Ensayo de toxicidad

4.41. Efecto del antibiotico en la microbiota intestinal

Para evaluar la efectividad del tratamiento antibiotico en la reduccion de la carga
bacteriana intestinal, diez dias post-alimentacion se realizd un recuento de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) en placas de cultivo (Ver seccion 3.5.1.
Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 4. Se observa
que las UFC/ml en las muestras tratadas con antibioticos son significativamente
menores en comparacion con las muestras no tratadas (t de Student p-valor < 0.05, Fig.
S26), con una disminucion de aproximadamente 5 ordenes de magnitud tanto en las
muestras sensibles como en las resistentes. Esta reduccion destaca la efectividad del

tratamiento antibiotico en la disminucion de la carga bacteriana intestinal.

Extracto del intestino en muestras | Extracto del intestino en muestras
sin antibioticos (UFC/ml) con antibiodticos (UFC/ml)
Sensibles 2.87 x 101 3.6 x10°
Resistentes 2.74 x 10%° 3.6 x10°

Tabla 4: Promedio del recuento UFC/ml del extracto de intestino en muestras con y sin

antibioticos. Se realizaron por duplicado, cada uno con su duplicado (Tabla S10 en Apéndice).
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Porcentaje de intoxicados, resistentes y susceptibles a deltametrina - CD 24hs
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4.4.2. Exposicion a piretroides

Se realizd un ensayo de toxicidad para evaluar si la reduccion de la microbiota
intestinal influye en la respuesta de Triatoma infestans a la deltametrina. Para ello,
ninfas de IV estadio de poblaciones resistentes y susceptibles al piretroide, con y sin
tratamiento antibiotico, fueron expuestas a diferentes concentraciones del insecticida
utilizando la metodologia de papeles impregnados (Remon et al. 2017). La intoxicacion se
registro a lo largo del tiempo (24 y 48 hs) y en distintas concentraciones para comparar
la susceptibilidad entre los grupos. Los resultados obtenidos se presentan en las Figs.

15-17 y sus respectivos controles en la Fig. 18.

Los resultados a las 24 y 48 hs de exposicion a la CD permitieron diferenciar a la
poblacion susceptible (cercana al 100 % de intoxicacion) de la resistente, que mostro

entre un 16% y 25 % de intoxicacion en ausencia de antibioticos y 0 % con antibioticos
(Fig. 15).
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Figura 15 : Porcentajes de intoxicados a las 24 y 48 hs de exposicion a una CD 0,36% p/v de

deltametrina, con y sin antibioticos. Datos y porcentajes en Tablas S11y S12 en la seccion

Apéndice.
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Figura 16: Porcentaje de intoxicados a las 24 y 48 hs de exposicion de las ninfas sensibles a una

CD50 0,12% p/v de deltametrina. Datos y porcentajes en Tablas S11y S12 en la seccion Apéndice.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la concentracion CD50 (0.12% p/v) en
insectos de la poblacion susceptible, a las 48 hs se observo que los alimentados con

antibioticos mostraron mayores niveles de intoxicacion que aquellos alimentados sin

antibioticos (Fig. 16).

En los grupos de insectos resistentes tratados con antibioticos, se observo un
mayor porcentaje de individuos intoxicados en comparacion con los no tratados tras la
exposicion a una concentracion dos veces superior a la discriminante (CDx2, 0.72% p/v,
Fig. 17). En cambio, a las 48 hs, la intoxicacion en el grupo tratado con antibioticos

disminuy0, mientras que en el grupo sin antibioticos se registr6 un incremento.
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Figura 17: Porcentaje de intoxicados a las 24 y 48 hs de exposicion de las ninfas resistentes a una

CDx2 0,72% p/v de deltametrina. Datos y porcentajes en Tablas S11y S12 en la secciéon Apéndice.
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5.  Discusion y Conclusiones

El objetivo de este trabajo consistido en analizar la diversidad microbiana en
poblaciones de Triatoma infestans de bioterio resistentes y susceptibles a deltametrina.
Para esto, se compararon distintos indices de diversidad alfa y beta, se identificaron los
taxones predominantes en cada grupo y se realizaron ensayos de toxicidad con
antibioticos y exposicion a piretroides. A continuacion, se presentan y discuten los

principales resultados obtenidos.

5.1 Analisis de la composicion de la microbiota

En primer lugar, al realizar las curvas de rarefaccion para cada muestra (Fig. 4), se
puede observar que la cantidad de ASVs alcanza un plateau, lo que sugiere que se
captur6 la mayor parte de la diversidad de la microbiota. Por otro lado, las muestras
susceptibles contienen una mayor cantidad de ASVs en comparacion con las resistentes,
lo que indicaria que estas poblaciones son mas heterogéneas. Esto resulta razonable, ya
que la exposicion prolongada a los piretroides podria ejercer una presion selectiva sobre
la microbiota intestinal, favoreciendo la persistencia de un grupo reducido de bacterias
tolerantes en los individuos resistentes y, en consecuencia, reduciendo la diversidad
global. Solo dos de las diez muestras resistentes presentan mas de 50 ASVs, mientras

que las demas se mantienen alrededor de 30 ASVs.

En cuanto a los indices de diversidad alfa (Fig. 5), se calcularon tres indices
diferentes con el objetivo de capturar distintos aspectos de la diversidad microbiana.
Las muestras sensibles a la deltametrina poseen mayores valores de diversidad Chaol en
comparacion con las resistentes (t. Student p < 0.05). Tanto en el indice de Shannon
como en el indice de diversidad de Simpson (1-D), se observa variabilidad dentro de cada
grupo, sin una separacion clara entre resistentes y susceptibles (t. Student p > 0.05).
Estos resultados sugieren que la resistencia a la deltametrina podria estar asociada con
una reduccion en la riqueza de la microbiota intestinal, pero no con cambios

significativos en la equitatividad o en la dominancia de especies dentro de cada
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comunidad microbiana. Cabe destacar que este patron no es universal: por ejemplo, en
el estudio de Li et al. (2017), donde se compararon poblaciones resistentes, susceptibles
y de campo de Plutella xylostella, no se observo una disminucion en la riqueza (indice

Chaol) de las muestras resistentes a deltametrina en comparacion con las susceptibles.

Con respecto a la diversidad beta, en el grafico de PCoA (Fig. 6) se puede
observar una clara separacion entre los dos grupos. Las muestras susceptibles forman
un grupo compacto, sugiriendo una composicion bacteriana similar y baja variabilidad.
En contraste, aunque las resistentes a deltametrina se agrupan, muestran mayor
dispersion que las no resistentes. El test PERMANOVA mostro que la resistencia explica
el 29.7% de la variacion en la microbiota intestinal (p < 0.05), sugiriendo una posible
relacion entre la estructura de la comunidad microbiana y el fenotipo resistente. Sin
embargo, la alta variacion residual (70.28%) indica que otros factores, tanto ambientales
como genéticos, también influyen significativamente en la composicion microbiana.
Diversos trabajos en insectos han demostrado que la microbiota asociada esta
influenciada tanto por la especie hospedadora como por el ambiente, sugiriendo una
interaccion entre diversos factores en la determinacion de la comunidad microbiana
(Chandler et al. 2011, Staubach et al. 2013). En este tipo de estudios de diversidad
microbiana, donde la variabilidad suele estar influenciada por multiples factores, un
valor del 30% explicado por un solo factor puede considerarse relevante en términos
ecologicos, ya que sugiere que dicho factor podria tener un efecto biologico relevante

sobre la comunidad (Ramette 2007, Lozupone et al. 2007).

En cuanto al analisis de géneros para cada muestra, se evidencia una marcada
diferencia entre las muestras resistentes y susceptibles a deltametrina (Fig. 7), de
manera similar que lo encontrado en la investigacion de Li et al. (2017) en el insecto
Plutella xylostella. En particular, se puede destacar a Arsenophonus como el género
predominante en casi todas las muestras analizadas, tanto en las resistentes como en las
no resistentes (Tabla S4). Al realizar BLASTn contra la base de datos Core nucleotide
BLAST database (Tabla S9) se evidencié que las secuencias encontradas como parte de
este género, tienen un elevado porcentaje de identidad con la especie Candidatus

arsenophonus triatominarum (HypSa y Dale, 1997). Arsenophonus se ha detectado por

36



primera vez en el insecto Nasonia vitripennis (Gherna et al. 1991) y en diversos insectos
(Novakova et al. 2009). En una investigacion previa, Pang et al. (2018) descubrieron una
cepa de este género que provoca la disminucion de la resistencia al insecticida
imidacloprid en Nilaparvata lugens. A su vez, se ha evidenciado este género en
triatominos (Novakova et al. 2009) y en Triatoma infestans en gran proporcion (Diaz et
al. 2016).

En todas las poblaciones resistentes analizadas se puede observar la presencia
del género Enterococcus, el cual no se encuentra en las poblaciones sensibles (Tabla S4).
Al realizar BLASTn contra la base de datos Core nucleotide BLAST database se identifico
que las secuencias encontradas como parte del género Enterococcus, pertenecen a la
especie Enterococcus faecalis (ver Tabla S9). Esta es una especie gram positiva y
anaerobia facultativa que se encuentra en diversos ambientes incluidos animales,
humanos y alimentos (Klein, 2003). Estd cominmente asociada al tracto intestinal del
organismo de su hospedador y se la ha encontrado como un simbionte tanto
beneficioso como patogénico (Sava et al. 2010), asi como su presencia en el intestino de
insectos como Lymantria dispar, Harpalus pensylvanicus (Schmid et al. 2014), Bombyx
mort (Zhang et al. 2022), Plutella xylostella (Li et al. 2017) y en numerosos insectos

(Martin y Mundt, 1972).

Waltmann et al. (2019) han evidenciado la presencia de Enterococcus en gran
proporcion en individuos de T. infestans de bioterio sin infectar con T. cruzi. Por otro
lado, en el trabajo de Li et al. (2017), observaron especificamente la especie Enterococcus
mundtii en poblaciones resistentes a deltametrina, identificada mediante un analisis de
diversidad basado en la secuenciacion del gen 16S ribosomal. En linea con estos
hallazgos, en el presente trabajo también detectamos Enterococcus en T. infestans de
bioterio resistentes a deltametrina, lo que refuerza la necesidad de explorar su relacion
con la microbiota caracteristica de estos insectos y su posible rol en la resistencia a los

piretroides.

Por ultimo, si bien el género Enterobacter se detect6 inicamente en la muestra

resistente Acambuco 2.3, su presencia fue notable, representando el 72.15% del total.
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Bacterias de este género se han encontrado en el intestino medio de poblaciones

resistentes a deltametrina de P. xylostella (Li et al. 2017).

5.2. Ensayo de toxicidad

En investigaciones previas, se ha observado que el tratamiento de ciertos
insectos con antibioticos disminuye la resistencia a diversos insecticidas, lo que sugiere
que la microbiota podria estar involucrada en el fenotipo de resistencia (Barnard et al.
2019, Arévalo-Cortés et al. 2020). Los resultados del presente trabajo, muestran un
patron similar en Triatoma infestans, donde la eliminacion parcial de la microbiota
evidenci6 una disminucion en la resistencia a la deltametrina en poblaciones
resistentes. Sin embargo, es importante recalcar que estos resultados deberian
considerarse preliminares, ya que la cantidad limitada de muestras en los ensayos de
toxicidad impidio la realizacion de pruebas estadisticas robustas. Para validar estas
tendencias, seria necesario repetir los experimentos en multiples ocasiones y con un

mayor numero de individuos.

Se ha demostrado que ciertas bacterias intestinales pueden degradar
insecticidas, reduciendo su efectividad y contribuyendo a la resistencia (Blanton y
Peterson, 2020; Siddiqui et al. 2022; Jaffar et al. 2022). En este sentido, en el presente
trabajo, el aumento en la intoxicacion observada en las ninfas tratadas con antibioticos
sugiere que la microbiota intestinal de T. infestans podria desempenar un papel
protector frente a la toxicidad de la deltametrina (Figs. 16 y 17). En particular, los
insectos resistentes tratados con antibidticos mostraron mayores niveles de
intoxicacion frente a CDx2 en comparacion con las no tratadas (Fig. 17), lo que podria
indicar que la microbiota estaria involucrada en la tolerancia a concentraciones elevadas

del piretroide.

Por otro lado, en los ensayos a una concentracion discriminante (CD), la
poblacion susceptible presentdé un 100% de intoxicacion, mientras que la poblacion

resistente mostro un nivel de intoxicacion cercano al 25% en ausencia de antibioticos y

38



practicamente nulo luego del tratamiento (Fig. 15). A esta concentracion es posible
diferenciar entre individuos resistentes y susceptibles. Sin embargo, al tratar la
poblacion susceptible con antibioticos, la intoxicacion frente a la concentracion CD50
aumento en comparacion con la no tratada (Fig. 16), lo que sugiere una posible relacion

entre la microbiota y la respuesta al insecticida.

Se ha propuesto que la microbiota intestinal de los insectos puede contribuir a la
resistencia mediante la degradacion enzimatica del insecticida por parte de bacterias
presentes en su intestino (Jaffar et al. 2022). En este contexto, es posible que las
poblaciones analizadas de T. infestans estén asociadas con la presencia de taxones
bacterianos especificos que podrian tener la capacidad de metabolizar deltametrina. La
identificacion precisa de estos microorganismos y su papel en la resistencia requiere de

estudios complementarios que incluyan analisis metagenémicos y transcriptémicos.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la microbiota
intestinal de T. infestans podria desempefar un papel clave en la resistencia a la
deltametrina. La disminucion en la diversidad microbiana observada en las poblaciones
resistentes, la presencia de taxones especificos como Enterococcus faecalis y la
reduccion en la tolerancia al piretroide tras el tratamiento con antibioticos respaldan la
hipotesis de que ciertos microorganismos podrian estar contribuyendo al fenotipo de
resistencia. Sin embargo, la cantidad limitada de insectos en los ensayos de toxicidad
impidio la realizacion de pruebas estadisticas que permitan validar estas tendencias. Por
lo tanto, estos descubrimientos deberian interpretarse como resultados preliminares

que requieren estudios adicionales para su validacion.

Como perspectivas a futuro, con el objetivo de seguir explorando la composicion
de la microbiota de T. infestans, seria interesante poder realizar analisis metagenémicos
en poblaciones alimentadas con antibidticos tras la exposicion a deltametrina. Ademas,
podrian llevarse a cabo estudios transcriptomicos en estos individuos para identificar
los genes que se expresan bajo dichas condiciones. Otro posible experimento seria
poder investigar en mayor profundidad las especies de Arsenophonus y Enterococcus
presentes en las poblaciones resistentes mediante la secuenciacion de sus genomas

completos.
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Estos hallazgos destacan la importancia de considerar la microbiota en el estudio
de la resistencia a insecticidas. Sin embargo, dado que se trata de estudios preliminares,
sera esencial replicar los experimentos en multiples ocasiones para respaldar estos
resultados. Futuras investigaciones deberan profundizar en la caracterizacion de estos
microorganismos para determinar su rol preciso en la detoxificacion y resistencia, lo

que podria contribuir al desarrollo de nuevas estrategias para el control vectorial.
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7.  Apéndice

71 Tablas suplementarias
Muestra Reads in Reads out
X32_1 89867 81347
Acambucol.l 102271 92594
Acambucol.2 113708 103006
X32_2 98639 88552
X32_3 119520 108770
Acambuco2.1 113660 89218
Acambuco2.2 88977 62550
Acambuco2.3 99682 71107
Acambuco?2.4 76045 54314
Bolivial 100007 76553
Bolivia2 74111 56585
Bolivia3 88633 68084
Bolivia4 119106 91330

Tabla S1: Salida del algoritmo FilterAndTrim del paquete DADA2 en RStudio para las
muestras de bioterio.

Muestra ASV
Acambucol.l 81
Acambucol.2 54

Acambuco?2.1 31




Acambuco2.2 24
Acambuco2.3 19
Acambuco2.4 29
bolivial 19
bolivia2 8
bolivia3 10
bolivia4 17
X32.1 87
X32.2 72
X32.3 56

bioterio.

Tabla S2: Cantidad de ASVs por muestra luego de la rarefacciéon uniforme para las muestras de

Chaol Shannon Simpson (1-D)
X32_1 81 1,737 0,673
Acambucol.l 80 1,586 0,660
Acambucol.2 51 1,110 0,603
X32_2 68 0,956 0,411
X32_3 55 0,920 0,412
Acambuco2.1 27 1,048 0,584
Acambuco2.2 25 0,935 0,518
Acambuco2.3 14 1,568 0,772
Acambuco2.4 26 1,003 0,529
Bolivial 16 0,844 0,468
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Bolivia2 8 1,008 0,575

Bolivia3 8 0,509 0,263

Bolivia4 17 0,995 0,569

Tabla S3: Indices de diversidad alfa para las muestras de bioterio: Chaol, Shannon y Simpson,

calculados con el paquete vegan en RStudio (Figura X).

porcentajes_bioterio_genero
Tabla S4: Porcentajes de abundancia en funcion del género para las muestras de bioterio.
porcentajes_bioterio_familia
Tabla S5: Porcentajes de abundancia en funcion de la familia para las muestras de bioterio.
porcentajes_bioterio_orden
Tabla S6: Porcentajes de abundancia en funcion del orden para las muestras de bioterio.
porcentajes_bioterio_clase
Tabla S7: Porcentajes de abundancia en funcion de la clase para las muestras de bioterio.
porcentajes_bioterio_phylum
Tabla S8: Porcentajes de abundancia en funcion del phylum para las muestras de bioterio.
BLASTn ASVs Arsenophonus y Enterococcus

Tabla S9: Resultados de BLASTn contra Core nucleotide BLAST database.
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https://docs.google.com/spreadsheets/d/1fj6m6_9DqVWwftkvhiO9JLXY5YRPOXlQdPWRf7UeaEQ/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1BXFAVJDTMkdMd7Un-DDNq-YXIeCM6me8aTZL5BRZmX8/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1bSIWEMQrqbDWW0tOVEq32oPNVo4bNYaNxhsFZaFe_j0/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1IMq16w7lwqRyIkwg8rlg2FXKaprGOxH2UYO-XynJijM/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Ed0EDFPbwfbdD961J8kWm6Sampu-jFM7UH2WzRZt6HU/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Tc2NNPfiYp5IEv5xw2ct_w5JGIOJob_R3M4s7xn3Mrg/edit?usp=sharing

ATB dil. -3 ATB dil. -3 sin ATB dil. -7 sin ATB dil. -7
Sensibles 38 40 280 298
Resistentes 44 33 273 280
ATB dil. -3 ATB dil. -3 sin ATB dil. -7 sin ATB dil. -7
Sensibles 35 29 290 278
Resistentes 32 35 288 256
Tabla S10: UFC para la dilucion -3 con antibidtico y -7 sin antibiotico.
Resistencia Antibiotico | Dosis deltametrina Intoxicados 24h Intoxicados 48h
NO NO Sin dosis 0/5 0/5
NO SI Sin dosis 0/5 0/5
SI NO Sin dosis 0/6 0/6
SI SI Sin dosis 0/4 0/4
NO NO CD 9/9 9/9
NO NO CD 10/10 10/10
SI NO CD 2/6 3/6
SI NO CD 0/10 0/10
NO SI CD 6/6 6/6
NO SI CD 10/10 10/10
SI SI CD 0/6 0/6
SI SI CD 0/9 0/9
NO NO CD50 8/10 5/10
NO NO CD50 7/10 7/10
NO SI CD50 10/10 10/10
NO SI CD50 10/10 10/10
SI NO CDx2 0/7 1/7
SI NO CDx2 0/10 2/10
SI SI CDx2 5/10 1/10
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SI

SI

CDx2

4/10

3/10

Tabla S11: Intoxicados a las 24 y 48 horas, con y sin antibioticos, a diferentes dosis.

Fenotipo Antibidtico Tiempo (h) Intoxicados (%) Desvio estandar
Susceptible No 24 100 0
Susceptible No 48 100 0
Susceptible Si 24 100 0
Susceptible Si 48 100 0
Resistente No 24 16,66 23,57
Resistente No 48 25 35,36
Resistente Si 24 0 0
Resistente Si 48 0 0
Susceptible No 24 75 7,07
Susceptible No 48 60 14,14
Susceptible Si 24 100 0
Susceptible Si 48 100 0
Resistente No 24 0 0
Resistente No 48 15 7,07
Resistente Si 24 45 7,07
Resistente Si 48 20 14,14

Tabla S12: Porcentaje de intoxicados y desvio estandar a las 24 y 48 horas, con y sin antibioticos,

a diferentes dosis.
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Quality Score

72 Figuras suplementarias
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Figura S1: Graficos de control de calidad de las lecturas Forward, realizados con el pipeline

DADA2 en R.
bolivial_1.fastq.gz bolivia2_1.fastq.gz bolivia3_1.fastq.gz
0+ _Reads: 100007 Reads: 74111 Reads: 88633
boliviad_1.fastq.gz X32.1_1.fastq.gz X32.2_1.fastq.gz
40
J i - i J i
® 30+ ) A
o 1 l“ l‘
®
> 20 4 ! l
E )
& 101 |
041 Reads: 119106 Reads: 89867 : . Reads: 98639 . .
X32.3_1.fastq oz 0 100 200 300 0 100 200 300
40
J wee Tl
30 A bl
20 A
104
0+_Reads: 119520 . .
0 100 200 300
Minln
bolivial_2.fastq.gz bolivia2_2.fastq.gz bolivia3 2.fastq.gz

041 Reads: 100007 Reads: 74111 Reads: 88633

boliviad_2.fastq.gz X32.1_2.fastq.gz X32.2_2.fastq.gz

Quality Score
ny
o

041 _Reads: 119106 ‘Reads: 89867 . IReads: 98639

0 100 200 300 0 100 200 300

X32.3_2.fastq.gz

04 _Reads: 119520

0 100 200 300



Error frequency (log10)

Figura S2: Graficos de control de calidad de las lecturas Reverse, realizados con el pipeline

DADAZ2 en R.
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Figura S6: Tasas de error estimadas para cada transicion posible en las secuencias Reverse.
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Figura S11: Curva de abundancia acumulada en funcion del nimero de ASVs para las
muestras provenientes de bioterio. La linea roja representa el 85% de la abundancia

acumulada.
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Figura S13: Distribucion de las muestras de bioterio segin la familia para las muestras

resistentes y susceptibles a deltametrina.
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Figura S14: Distribucion de las muestras de bioterio segn el orden para las muestras resistentes

y susceptibles a deltametrina.
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Figura S15: Distribucion de las muestras de bioterio segtn la clase para las muestras
resistentes y susceptibles a deltametrina. En la Tabla 2 se encuentra la informacion de cada

muestra con su fenotipo.

Scripts

library(dada2); packageVersion("dada2")

fnFs <- sort(list.files(path, pattern="_1.fastq", full.names = TRUE))
fnRs <- sort(list.files(path, pattern="_2.fastq", full.names = TRUE))

sample.names <- sapply(strsplit(basename(fnFs), "_"), T, 1)
plotQualityProfile(fnFs[1:8])
plotQualityProfile(fnRs[1:8])

filtFs <- file.path(path, "filtered", pasteO(sample.names, "_F_filt.fastq.gz"))
filtRs <- file.path(path, "filtered", pasteO(sample.names, "_R_ filt.fastq.gz"))
names(filtFs) <- sample.names

names(filtRs) <- sample.names

out <- filterAndTrim(fnFs, filtFs, fnRs, filtRs, truncLen=c(290,260), maxN=0,
maxEE=c(2,2), truncQ=2, rm.phix=TRUE, compress=TRUE, multithread=TRUE,
trimLeft = ¢(17,21))

errF <- learnErrors(filtFs, multithread=TRUE)
errR <- learnErrors(filtRs, multithread=TRUE)
plotErrors(errF, nominalQ=TRUE)
plotErrors(errR, nominalQ=TRUE)

dadaFs <- dada(filtFs, err=errF, multithread=TRUE)
dadaRs <- dada(filtRs, err=errR, multithread=TRUE)

mergers <- mergePairs(dadaFs, filtFs, dadaRs, filtRs, verbose=TRUE)

seqtab <- makeSequenceTable(mergers)
table(nchar(getSequences(seqtab)))

segtab.nochim <- removeBimeraDenovo(seqtab_24, method="consensus",
multithread=TRUE, verbose=TRUE)

taxa <- assignTaxonomy(seqtab.nochim, "~/datos
2024 /silva_nr99_v138.1_train_set.fa.gz", multithread=TRUE)
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write.csv(seqtab.nochim, file = "seqtab.nochim.csv", row.names = FALSE)
write.csv(taxa, file = "taxa", row.names = FALSE)

Figura S16: Script que se ejecuto para el analisis de las secuencias crudas.

library(ggplot2)
library(vegan)
library(phyloseq)

row.names(meta_merge) <- meta_mergeSMuestras

seqtab_merge <- t(seqtab_merge)
seqtab_merge <- as.matrix(seqtab_merge)
taxa_merge <- as.matrix(taxa_merge)

ps <- phyloseq(otu_table(seqtab_merge, taxa_are_rows=FALSE),
sample_data(meta_merge),
tax_table(taxa_merge)

Figura S17: Script que se ejecuto para los analisis de Diversidad.

plot_richness(ps, color = "Resistencia’, x = "Muestras’,
measures = ¢("Simpson’, "Chaol", "Shannon")) +

scale_color_manual(values = ¢("NO" = "orange", "SI" ="purple")) +
geom_point(size = 3)

diversidad_alfa <- estimate_richness(ps, measures = ¢("Chaol", "Shannon", "Simpson"))

write.csv(diversidad_alfa, "diversidad_alfa.csv", row.names = TRUE)

Figura S18: Script que se ejecuto para el analisis de Diversidad Alfa.

library(ggforce)
library(ggplot2)

library(ggrepel)

pcoa_bc <- ordinate(ps, method = "PCoA", distance = "bray")
ordination_data <- plot_ordination(ps, pcoa_bc, color = "Resistencia’, justDF = TRUE)

var_explicada <- pcoa_bcSvaluesSRelative_eig
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porcentaje_varianza <- round(var_explicada[1:2] * 100, 2)

eje_x <- pasteO("PCoA 1 (", porcentaje_varianza[l], "%)")
eje_y <- pasteO("PCoA 2 (", porcentaje_varianza[2], "%)")

ggplot(ordination_data, aes(x = Axis.1, y = Axis.2, color = Resistencia)) +
geom_ point(size = 2) +
geom_text_repel(aes(label = meta_mergeSMuestras, color = Resistencia),

size = 4, force = 0.5) +

scale_color_manual(values = ¢("NO" = "orange", "SI" = "purple")) +
xlab(eje_x) +
ylab(eje_y) +
geom_mark_ ellipse(aes(fill = Resistencia), alpha = 0.2, color = NA) +
scale_fill_manual(values = c("NO" = "orange", "SI" = "purple")) +
theme_minimal()

#PERMANOVA

dist_bc <- vegdist(otu_table(ps), method = "bray")

permanova_res <- adonis2(dist_bc ~ Resistencia, data = meta, permutations = 999)

Figura S19: Script que se ejecuto para el analisis de Diversidad Beta: PCoA Bray-Curtis.
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ntaxa(ps) #para contar cuantas OTUs hay

tax_table(ps)

length(unique(tax_table(ps)[, "Genus"])) #para contar cuantos taxones hay
ps.prune = prune_taxa(taxa_sums(ps) > 1, ps) #filtro OTUs con al menos 2 lecturas
#para decidir cuantos OTUs graficar - acumulaciéon de abundancia

otu_abundancia <- sort(taxa_sums(ps.prune), decreasing = TRUE)
abund_acum <- cumsum(otu_abundancia) / sum(otu_abundancia)

plot(l:length(abund_acum), abund_acum, type = "1",
xlab = "Numero de OTUs", ylab = "Abundancia acumulada’,
main = "Curva de abundancia acumulada")

abline(h = 0.9, col = "red", Ity = 2) # Linea horizontal al 90%

corte <- 0.97 # Encontrar la posicion donde se alcanza el 97%

num_otus <- which(abund_acum >= corte)

#Cuantas OTUs se necesitan para alcanzar el 97% de la abundancia acumulada
num_otus

#Grafico las 20 OTUs mas abundantes

psTopNOTUs = names(sort(taxa_sums(ps.prune), TRUE)[1:20])
pstop.prune = prune_taxa(psTopNOTUs, ps.prune)

#Transforma a abundancias relativas
pstop.prune.transform.SampleType = transform_sample_ counts(pstop.prune, function(x) 100 *

X/sum(x))

library(colorspace)
library(viridisLite)
palette_daltonico <- viridisLite::viridis(20, option = "turbo")

plot_bar(pstop.prune.transform.SampleType, x = "Sample", y = "Abundance”, fill = "Genus") +
geom_bar(aes(color = Genus, fill = Genus), stat = "identity", position = "stack", show.legend =
FALSE) +
scale_color_manual(values = palette_daltonico, guide = "none") +
theme_bw() +
labs(x = "Muestra", y = "Abundancia relativa (%)", fill = "Género")
library(dplyr)
library(tidyr)

otu_table <- otu_table(pstop.prune.transform.SampleType)
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tax_table <- tax_table(pstop.prune.transform.SampleType)

otu_table <- as(otu_table, "matrix")
tax_table <- as(tax_table, "matrix")

# Crear un data frame con las abundancias y los géneros
df <- as.data.frame(otu_table) %>%
tibble:rownames_to_column(var = "Sample") %>%

pivot_longer(cols = -Sample, names_to = "OTU", values_to = "Abundance") %>%

left_join(

data.frame(OTU = rownames(tax_table), Genus = tax_table[, "Genus"]),

by ="OTU"

) %>%

group_Dby(Sample, Genus) %>%

summarise(Total_Abundance = sum(Abundance), .groups = "drop") %>%
group_Dby(Sample) %>%

mutate(Proportion = Total_Abundance / sum(Total_Abundance) * 100) %>%
ungroup()

dfSProportion <- sprintf("%.2f", dfSProportion)
df %>% select(Sample, Genus, Proportion)

write.csv(df, file = "tabla_abundancia_genero", row.names = FALSE)

Figura S20: Script que se ejecuto para el analisis de abundancia de taxones.
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adonis2(formula = dist_bc ~ Resistencia, data = meta_merge, permutations = 999)
Df SumOfSgs R2 F Pr(>F)

Model 1 0.44525 0.29716 4.6509 0.011 *

Residual 11 1.05308 0.70284

Total 12 1.49833 1.00000

Signif. codes: @ ‘***’ @ @01 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ¢’ 1
>
>

Figura S21: Salida del test estadistico PERMANOVA. P-value < 0.05, existen diferencias
significativas en relacion a la composicion de especies entre las muestras de bioterio resistentes
y susceptibles a deltametrina.

Welch Two Sample t-test

data: Shannon by Resistencia
t = 0.62313, df = 2.6122, p-value = 0.5833
alternative hypothesis: true difference in means between group NO and group SI is not equal
to 0
95 percent confidence interval:
-0.8305617 1.1945182
sample estimates:
mean in group NO mean in group SI
1.256609 1.074631

Figura S22: Salida del test estadistico t de Student para el indice de Shannon de las muestras de
bioterio. P-value > 0.05.

Welch Two Sample t-test

data: Simpson by Resistencia
t = -0.46205, df = 2.9721, p-value = 0.6758
alternative hypothesis: true difference in means between group NO and group SI is not equal

to 0
95 percent confidence interval:
-0.3574278 0.2672194
sample estimates:
mean in group NO mean in group SI
0.5106704 @.5557746

Figura S23: Salida del test estadistico t de Student para el indice de Simpson de las muestras de
bioterio. P-value > 0.05.
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Welch Two Sample t-test

data: Chaol by Resistencia
t = 3.6971, df = 4.8464, p-value = 0.01485
alternative hypothesis: true difference in means between group NO and group SI is not equal
to @
95 percent confidence interval:
12.70918 72.57971
sample estimates:
mean in group NO mean in group SI
72.11111 29.46667

Figura S24: Salida del test estadistico t de Student para el indice de Chaol de las muestras de
bioterio. P-value < 0.05.

Shapiro-Wilk normality test

data: sensibles_si
W = 0.94125, p-value = 0.662

> shapiro.test(sensibles_no)
Shapiro-Wilk normality test

data: sensibles_no
W = 0.9167, p-value = 0.5186

> shapiro.test(resistentes_si)
Shapiro-Wilk normality test

data: resistentes_si
W = 0.81793, p-value = 0.1385

> shapiro.test(resistentes_no)

Shapiro-Wilk normality test

data: resistentes_no
W = 0.96316, p-value = 0.7988

Figura S25: Salida del test de Shapiro para evaluar normalidad en los datos de UFC/ml de
muestras resistentes y susceptibles, con y sin antibioticos.
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> # Comparacién entre Sensibles con y sin antibiético
> t.test(sensibles_si, sensibles_no, var.equal = TRUE)

Two Sample t-test

data: sensibles_si and sensibles_no
t = -48.01, df = 6, p-value = 5.475e-09
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to @
95 percent confidence interval:

-263.7928 -238.2072

sample estimates:
mean of x mean of y

35.5 286.5

> # Comparacién entre Resistentes con y sin antibiético
> t.test(resistentes_si, resistentes_no, var.equal = TRUE)

Two Sample t-test

data: resistentes_si and resistentes_no
t = -32.453, df = 6, p-value = 5.692e-08
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to @
95 percent confidence interval:

-256.2137 -220.2863
sample estimates:
mean of x mean of y

36.00 274.25

Figura S26: Salida del test estadistico t de Student para las muestras resistentes y susceptibles
con y sin antibidtico. P-valor < 0.05.
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