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Resumen

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un problema de salud publica creciente,
especialmente en la comida callejera, donde se ha identificado la presencia de bacterias
resistentes a antibidticos. Este estudio se centra en identificar genes de resistencia
provenientes de bacterias aisladas de comida callejera en el centro del Distrito Metropolitano
de Quito, Ecuador, para la determinacion de una posible fuente de propagacion de bacterias
multirresistentes. Para esto, se tomaron seis muestras de comida callejera de diferente tipo y
ubicacion y se las sembrd en medios selectivos para Enterobacterales enriquecidos con
antibioticos (cefepime 100ug/mL y colistina 100ug/mL). Posteriormente, se realizaron
antibiogramas y pruebas de concentracion minima inhibitoria para aislar bacterias resistentes
y secuenciarlas con Secuenciacion de Nueva Generacion por medio de Illumina. Los
resultados mostraron que el 100% de las muestras contenian Enterobacterales y colonias
resistentes a colistina. Se observo una resistencia total para amoxicilina y acido clavulanico,
resistencia variada para cefalosporinas de segunda y cuarta generacion. No se detectd
resistencia a carbapenémicos, pero la mayoria de las muestras mostraron crecimiento en
concentraciones criticas de colistina. Se identificaron genes de resistencia a betalactamicos
(AmpC, blal, bla2, ompW), colistina (eptA-pmrABy arnBCADTEF), y multiples antibioticos
(MdtABC-TolC, AcrAB-TolC), asi como factores de virulencia relacionados con la adhesion
e invasion bacteriana. Este estudio resalta la importancia de la vigilancia microbioldgica en
la comida callejera, dado que estos alimentos pueden ser vectores de diseminacion de
bacterias multirresistentes. Los genes de RAM identificados pertenecen a bacterias entéricas
no patogenas, lo que plantea que su nicho es la microbiota humana Se recomienda ampliar el

muestreo y establecer un sistema de vigilancia que adopte un enfoque One Health,



considerando factores ambientales, humanos y animales, para abordar la creciente amenaza
de la RAM en la salud publica.
Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, Comida callejera, Betalactamicos,

Colistina



Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is an increasing public health problem, especially in street
food, where the presence of antibiotic-resistant bacteria has been identified. This study
focuses on identifying resistance genes from bacteria isolated from street food in the center
of the Metropolitan District of Quito, Ecuador, to determine a possible source of
dissemination of multidrug-resistant bacteria. For this purpose, six street food samples of
different types and locations were collected and cultured on selective media for
Enterobacterales enriched with antibiotics (cefepime and colistin 100 pg/mL both).
Antibiograms and minimum inhibitory concentration (MIC) tests were performed to isolate
resistant bacteria and sequence them using Next-Generation Sequencing (NGS) via Illumina
technology. The results showed that 100% of the samples contained Enterobacterales and
colistin-resistant colonies. Total resistance to amoxicillin and clavulanic acid was observed,
along with variable resistance to second- and fourth-generation cephalosporins. No resistance
to carbapenems was detected, but most samples showed growth at critical concentrations of
colistin. Resistance genes were identified for beta-lactams (AmpC, blal, bla2, ompW),
colistin (eptA-pmrAB and arnBCADTEF), and multiple antibiotics (MdtABC-TolC, AcrAB-
TolC), as well as virulence factors. This study highlights the importance of microbiological
surveillance in street food, as these foods may serve as vectors for the dissemination of
multidrug-resistant bacteria. The identified AMR genes belong to non-pathogenic enteric
bacteria, suggesting that their ecological niche is the human microbiota. It is recommended
to expand the sampling and establish a surveillance system adopting a One Health approach,
considering environmental, human, and animal factors to address the growing threat of AMR

to public health.
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1.1. Antecedentes

1.1.1. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad de las bacterias de
sobrevivir y reproducirse en presencia de un agente que evita o inhibe su crecimiento (OMS,
2021). El surgimiento y desarrollo de la RAM se debe al incremento de tasas de mutacion
y/o transferencia horizontal de genes causadas por una exposicion de la bacteria a dosis no
letales del antibiotico (Ponce de Leon Rosales et al., 2015; Rehman, 2023). En el dia a dia,
una acelerada diseminacion de bacterias con RAM puede afectar negativamente el avance de
la medicina, logrando infecciones mas invasivas y contagiosas, cuyo tratamiento se dificulta
y alarga los tiempos de estadia en el hospital. Adicionalmente, los antibidticos usualmente
prescritos tienden a perder su efecto de manera progresiva, transformando infecciones
simples en potencialmente mortales y convirtiendo patologias en posibles nuevas pandemias.
Por todo lo anterior, la RAM constituye uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial (Bello-Fernandez et al., 2018).

Enla actualidad, la resistencia a antibidticos se observa en la gran mayoria de especies
de microorganismos; sin embargo, debido a su importancia epidemiolodgica, ciertas bacterias
son mas estudiadas que otras. En el afio 2017, la OMS comparti6 una lista con los patdgenos
cuya vigilancia, por desarrollo de resistencia, debe ser mayor debido al nivel de peligro que
representan para los seres humanos, las principales bacterias se describen con el acrénimo
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa, y Enterobacter sp.) (Mancuso et al.,
2021; Bello-Fernandez et al., 2018). El segundo grupo de microorganismos, segun su

urgencia de estudio, agrupa bacterias con resistencias conocidas, entre ellas, E. faecium a la
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vancomicina, S. aureus a la meticilina, H. pylori a la claritromicina, Campylobacter sp.a
fluoroquinolonas y Salmonella sp a cefalosporinas. En el tercero y ultimo grupo se
encuentran bacterias multirresistentes: Streptococcus, Haemophilus influenzae y Shigella sp.
las cuales presentan resistencia a la penicilina, ampicilina y fluoroquinolona (Acosta Espafia,
2021).

De acuerdo con Michael et al. (2014) las causas por las que surge la RAM se las
puede clasificar por su origen, en naturales o adquiridas. En primer lugar, la pérdida de
sensibilidad de una bacteria a los farmacos es un mecanismo que puede originarse por
mutaciones espontaneas o puede encontrarse en el cromosoma propio de la bacteria, y puede
adquirirse por medio de elementos genéticos como los integrones, casetes genéticos,
transposones y plasmidos, quienes resultan la fuerza central de la transferencia horizontal de
genes entre cepas y especies bacterianas (Giacoboni et al., 2023). Fenotipicamente, estas
alteraciones se traducen en estrategias como degradacion enzimatica de farmacos, nuevas
vias metabolicas, formacion de biofilms y alteraciones de proteinas de membrana como las
bombas de eflujo que se encargan de expulsar antibioticos por fuera de la célula (Ferri et al.,
2017).

Por otra parte, el desarrollo de la RAM atribuido a factores extrinsecos de las bacterias
se relaciona con las actividades antropologicas. Varias investigaciones han catalogado el uso
indebido e indiscriminado de antibidticos como el contribuyente principal a este problema
ya que la constante exposicion a estos agentes incrementa la probabilidad del desarrollo de
resistencia (Velasco & Velasco, 2018; Jani et al., 2021; Michael et al., 2014; Prestinaci et al.,
2015). Es importante recalcar que dentro del concepto de uso indiscriminado se incluye:

consumo de antibidticos sin ser recetados, falta de cumplimiento en los tratamientos
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prescritos y el uso de estos fArmacos por un tiempo innecesariamente prolongado (Ferri et
al., 2017). Adicionalmente, el efecto de la RAM se ve amplificado por el uso de antibidticos
en las industrias agricola y ganadera. De acuerdo con Ortega-Paredes et al. (2020), los
antimicrobianos se usan en este &mbito como potenciadores de crecimiento de animales, y
con fines profilacticos; incluso se ha confirmado que alrededor del 80 % de los antibidticos
producidos en Estados Unidos son destinados a los animales de granjas productoras (Banco
Mundial, 2017). Adicional a esto, las heces de estos animales suplementados con dichos
farmacos son posteriormente usados como abono para el cultivo de diferentes vegetales, lo
que extiende la diseminacion de bacterias no solo a la comida de origen animal, sino también
a productos de origen vegetal, contribuyendo en gran medida al desarrollo de resistencia
(Chavarria et al., 2019).

Las consecuencias de esta situacion son facilmente perceptibles, en primer lugar, la RAM
es la causante de alrededor de 700 000 muertes al afio, y se estima que para el 2050, este
numero ascienda a 10 millones (Rehman, 2023; Paneri & Sevta, 2023). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (2021), la incidencia de infecciones urinarias, intestinales,
sepsis y demas, han contribuido a la resistencia a diferentes antimicrobianos en los ltimos
afos; entre ellos, los beta-lactamicos, antibioticos de amplio espectro y de ultimo recurso,
han presentado un efecto disminuido ante bacterias patdgenas. Un estudio realizado por
Santos (2020), pretendia identificar genes de resistencia a estos antibioticos provenientes de
diferentes ambientes y demostré que el 74,28% de sus aislamientos de Enterobacterales
poseia resistencia a ampicilina y el 62,58%, a amoxicilina con acido clavulénico; igualmente,
se detect6 un aumento de los Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC) del 6,7%

(2019) a 50% (2020).
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Un estudio realizado por una red de colaboradores de investigacion en RAM (Murray et
al., 2022) detect6 que, en 2019, 1.27 millones de muertes fueron directamente causadas por
RAM, y 4,95 millones de personas tuvieron muertes atribuibles a este problema a nivel
mundial. Considerado por regiones, Africa Subsahariana es la que mas incidencia de muertes
tiene, con alrededor de 118 muertes por cada 100 000 habitantes, mientras que la region de
América Latina andina se encuentra en el puesto 12, con casi 60 muertes por cada 100 000
habitantes. A partir de ello, la Red Latinoamericana y Del Caribe de Vigilancia de la RAM
(RELAVRA), ha sido designada por la Organizacion Panamericana de la Salud como una
entidad auditora de la RAM en el continente. De acuerdo con dicha entidad, Latinoamérica
presentaba la menor cantidad de planes de mitigacion y control hasta el afio 2015, que es la
ultima informacién disponible, en comparacion con otras regiones como Europa, donde hay
planes de accion en el 43% de los paises, o Asia, donde este la proporcion de paises es del
45%. Igualmente, en Latinoamérica solo el 10 % de las naciones que conforman la
RELAVRA han dirigido esfuerzos hacia la concientizacion de las personas sobre la RAM y
sus efectos. Adicionalmente, en el 51 % de los paises latinoamericanos, existe la venta libre
de antibiodticos (OMS, 2015). Por otra parte, en América Latina mas del 50% de infecciones
adquiridas en el area de cuidado intensivo hospitalario son causadas por bacterias con una
tendencia a la extrema drogo-resistencia (Yu et al., 2021). Latinoamérica ha sido testigo del
gran esparcimiento que la RAM ha tenido en la region, pues en la ultima década,
investigaciones comprobaron el desarrollo y diseminacion de diversas bacterias resistentes a
antibidticos, por ejemplo, para Helicobacter pylori el rango de resistencia identificado en
cada region, vario, asi se observo que para Colombia hubo un 97,6 %, para México un 50 %,

para Argentina un 38 % y para Jamaica un 33 %, entre otros. Igualmente se ha detectado
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resistencia a la amoxicilina en: Brasil (38 %), Colombia (20,5 %) y México (18 %) (Palomino
Castellano et al., 2024). Ante esta crisis, en la ultima década se han puesto en marcha
programas de regulacion del uso de antibidticos en al menos el 83 % de los paises de la
region; entre ellos, se ha evidenciado la prohibicion de la colistina para el uso ganadero en
cuatro paises de la region y el estudio de diferentes genes causantes de RAM en varios

laboratorios (da Silva et al., 2020).

El monitoreo de resistencia a antibidticos en Ecuador se realiza, en su mayoria, desde el
ambito clinico. El estado, por medio del Centro de Referencia Nacional de Resistencia
Antimicrobiana (CRN-RAM), presentd su plan de vigilancia de RAM que estuvo activo
desde el 2019 a 2023 (INSPI - Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica. -Dr.
Leopoldo Izquieta Pérez, n.d.). Este plan se encarga de monitorear el aumento o descenso de
cepas resistentes a partir de los lineamientos de la OMS: E. coli, K. pneumoniae, S. aureus 'y
Pseudomonas aeruginosa (Acosta Espafia, 2021); hasta la fecha, solo existe un folleto de
informacion de resistencia y monitoreo rutinario de contaminacion de alimentos, sobre todo
anivel industrial, mas no existe informacion que indique el progreso de esta situacion o datos
estadisticos actuales de la RAM a nivel nacional. De acuerdo con la Agencia Nacional de
Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) (2024), las autoridades han planteado
ciertos objetivos para manejar la situacion de la RAM localmente, entre ellos, se encuentran:
fomentar la concientizacion del tema en la poblacion, esparciendo informacion util al
respecto (como por ejemplo la campafia “Téomalo en serio: La receta se respeta”, (Agencia
Nacional de Regulacion, 2024)); reforzar conocimientos cientificos a partir de la vigilancia
e investigacion y reducir la incidencia de infecciones con medidas de saneamiento e higiene

(Goyes-Baca et al., 2023). De acuerdo con el INSPI (2018), la vigilancia epidemiolédgica de
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RAM es realizada por 44 entidades de salud nacionales, de las cuales el 9 de cada 10
corresponden al sector publico y el resto al privado. Todos estos centros han contribuido al
descubrimiento de los ocho genes generadores de resistencia que predominan en el pais, con
el nombre correspondiente al tipo de antibidtico al que dan resistencia: blaxpm (New Delhi
metallo-beta-lactamase), blaviv (Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase), blami
(imipenem), VAN-B (vancomicina), CFR (cloranfenicol-florfenicol), MCR-1 (colistina),
CTX-M (cefotaxima, cefalosporina y betalactamasas de espectro extendido (BLEE)).
Adicionalmente, un estudio realizado en hospitales de zonas rurales de Ecuador indic6 que
mas de la mitad de los aislamientos donde se identificaron Enterobacterales, fueron
resistentes a ampicilina (79,8 %), ampicilina/sulbactam (57,5 %) y amoxicilina-acido

clavulanico (62,6 %) (Palomino Castellano et al., 2024).

En el Ecuador la informacidn sobre parametros como los genes de resistencia, sus canales
de dispersion y las estadisticas de las enfermedades que la RAM provoca, es escasa, lo que
dificulta el seguimiento y la evaluacion de la situacion por medio del plan de vigilancia de
RAM en el territorio nacional (Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion, 2018).
De esta manera, son pocas las investigaciones que se enfocan en la presencia de bacterias
resistentes en otros ambientes, como granjas, criaderos de aves y cultivos agricolas (Ortega-
Paredes et al., 2020; Braykov et al., 2016; Tenea et al., 2023). Si bien existen bacterias
naturalmente resistentes, el aumento de estas bacterias en espacios comunitarios podria
indicar un crecimiento en la diseminacion de genes de resistencia a antibidticos,

contribuyendo asi a este problema a nivel de salud ptblica (Rocha, 2015).
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1.1.2. Resistencia a antibidticos y comida callejera

Desde una perspectiva One Health, el nivel de dispersion de bacterias multirresistentes
depende en gran medida de las redes de comunicacion entre los aspectos ecologico, bioldgico
y genético de la comunidad; y la relacion entre ellos ocurre por la convergencia y unién de
factores en un mismo espacio. Por ello, al estudiar a estos microorganismos, es importante
abarcar las condiciones ambientales en las cuales proliferan (Baquero et al., 2019). Para
poder estudiar la resistencia a antibioticos de manera integral aun es necesario dilucidar
varios hechos, por ejemplo: los lugares en los que los genes de RAM se diseminan y por qué
medio lo hacen, qué ruta de diseminacion siguen y qué implicaciones tienen estos resultados
en la poblacion (Jin et al., 2022). Estudios establecen que las rutas tipicas de dispersion son
por contacto corporal o transmision de contacto indirecto, aerosoles y comida preparada por

personas portadoras de patdgenos resistentes (Bengtsson-Palme et al., 2018).

En ese contexto, se debe reconocer que la incidencia de enfermedades causadas por
alimentos también se ha incrementado. El consumo de comida mal procesada causa 600
millones de casos de enfermedades causadas por alimentos y alrededor de 420 000 muertes
al afio, con la infeccidon bacteriana como causante principal de estas patologias (Lee & Yoon,
2021). Adicionalmente, un estudio de Estados Unidos realizd6 un monitoreo sobre las
tendencias de incidencia de enfermedades causadas por alimentos relacionandolas con los
patogenos causantes de dichas infecciones. Se encontré que Campylobacter tue aquel género
mas encontrado (19,5%), seguido de Salmonella (18,3%) y Escherichia coli con toxina de
Shiga (5.9%), y que en todas estas bacterias, la RAM también estaba presente (Tack et al.,

2019).
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Internacionalmente, la RAM en comida callejera es un tema ampliamente investigado.
Un estudio de revision sistematica sobre genes de resistencia en bacterias provenientes de
alimentos de origen animal a nivel global desde 2017 a 2023, determino que los antibidticos
con mas reportes de resistencia eran la tetraciclina (44 estudios), ampicilina (26 estudios) y
sulfametoxazol/trimetoprima (26 estudios). Especificamente en alimentos de origen de
comida animal sin coccion, se reportaron genes bla, de resistencia a betalactamicos en 24
estudios; de igual manera los estudios de este tipo fueron mas frecuentes en Asia, Africa y
Europa (Rodriguez-Patifio et al., 2024). Adicionalmente, una investigacion realizada en India
en 2021 tenia como fin analizar la resistencia antibidtica detectada en bacterias de 100
aislados de diferentes tipos de comida callejera; se observd resistencia a carbapenémicos
como cefepime (72,9%), imipenem (55,9%) y meropenem (16.9%), con una prevalencia de
los siguientes genes: blaTEM (40.68%), blaCTX (32.20%), blaSHV (10.17%) y blaNDM

(20.34%) (Giri et al., 2021).

La resistencia a antibidticos en América Latina es monitoreada en menor medida que en
el resto del mundo. Un estudio de revision realizado por Babines-Orozco et al. (2024) para
la region tenia como fin evaluar el papel de diferentes patotipos de E. coli y su relacion con
enfermedades causadas por alimentos y también estudiar los genes y mecanismos
involucrados en la resistencia a antibidticos, en diferentes paises de Latinoamérica. A partir
de ello se encontrd que la resistencia a betalactdmicos es la mas reportada en la region, con
presencia de E. coli productora de betalactamasas en carne de res y lacteos y genes AmpC en
carne de res y cerdo. De igual manera, se ha estudiado la prevalencia de los genes mcr, de

resistencia a la colistina, en varios paises latinoamericanos, y Brasil, Bolivia y Argentina
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presentaban mas reportes de ellos, y de esos tres paises solo el primero tenia analisis de

muestras de comida (Mendes Oliveira et al., 2019).

En Ecuador, predominan investigaciones acerca de la calidad microbioldgica de los
alimentos sobre la RAM en comida. Un estudio realizado por Diaz Cardenas et al. (2024),
cuyo enfoque geografico eran las tres ciudades mas extensas del pais, Guayaquil, Quito y
Cuenca, pretendia evaluar la calidad microbioldgica de la comida callejera para una posterior
identificacion de la poblacion bacteriana. Para ello, se recolectaron muestras de alimentos
como bolon, carne molida, ceviche, encebollado, ensalada de frutas, queso y salsas. Los
principales resultados demostraron existencia de mesofilos aerobios totales, coliformes
totales, coliformes fecales y E. coli en todas las muestras analizadas. Igualmente, se
identificaron variaciones importantes entre las bacterias detectadas segln el tipo de alimento
y la ciudad de muestreo. Asi, E. coli no solo se encuentra en mayor medida en la carne molida
(40 — 100%) y en el queso fresco (60 — 100%) en las tres ciudades, sino que también fue
detectada en salsas y encebollado. Ademas, Sa/monella enterica, que estuvo presente en un
20 — 60% de muestras de salsas, no se halld6 en muestras de queso, bolon ni carne molida.
Estos hallazgos resultan importantes ya que dichos microorganismos han sido reportados
como resistentes por otros investigadores (Ortega-Paredes et al., 2020; Tubdn et al., 2022;

Zurita et al., 2020; Acosta Espafia, 2021).

Ademas, un estudio que evalud la calidad microbioldgica de frutas listas para comer,
obtenidas en un mercado municipal de la ciudad de Ibarra fue realizado por Tenea et al. en
el 2023. Mediante técnicas microbioldgicas, se aislaron diferentes géneros bacterianos:

coliformes totales, aerobios totales, Enterobacter sp., Shigella sp., levaduras, hongos,
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Staphylococcus 'y E. coli. Se determind que, las muestras de Staphylococcus sp. eran
resistentes a la meticilina y vancomicina en un 100 %, mientras que un 44 % y un 25 % de

las muestras tenian resistencia a la gentamicina y cefuroxime respectivamente.

Por otra parte, en la ciudad de Ambato se llevdo a cabo un proyecto de evaluacion
fenotipica y genotipica de resistencias antimicrobianas en Enterobacterales aislados de
comida callejera. Las pruebas fenotipicas se realizaron mediante el cultivo y aislamiento de
Enterobacterales, por medio de agares especializados, seguido de antibiogramas en agar
Mueller-Hinton; los ensayos genotipicos se ejecutaron mediante la técnica de reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR). Los resultados, expuestos mediante arboles jerarquicos,
demostraron una gran cantidad de resistencia a antibioticos por parte de las Enterobacterales
y E. coli especificamente (Tubdn et al., 2022). Dicho estudio da un indicio sobre la
prevalencia de genes de resistencia en la comida callejera de esa ciudad, demostrando el papel

que este tipo de alimentos desarrolla en la diseminacion de bacterias resistentes.

Otro estudio realizado por Zurita et al. (2020), tenia como fin identificar la diversidad
clonal de bacterias E. coli con betalactamasas de espectro extendido (BLEE) aisladas de
comida callejera. Los resultados indicaron la presencia de bacterias multirresistentes en el
85% de muestras analizadas. Dicho estudio demostr6 que hay una alta presencia de bacterias

E. coli multirresistentes en la comida callejera de la ciudad de Quito.

1.2. Planteamiento del Problema

La resistencia antimicrobiana (RAM), vista como la capacidad de las bacterias de
sobrevivir y reproducirse en presencia de los antibidticos, conlleva un gran problema a escala

global. Factores como el uso indiscriminado de antibidticos en humanos y en la industria
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agraria aceleran su propagacion, contribuyendo a un rapido aumento de muertes. En América
Latina, la resistencia a antibidticos esta presente, y aunque algunos paises han implementado

planes de vigilancia y accion, la falta de control y regulacion sigue latente.

En Ecuador la investigacion en este ambito es limitada. Las investigaciones mas
relevantes incluyen, estudios sobre la calidad microbioldgica y la presencia de bacterias
enteropatogenas en diversas comidas callejeras como carnes, queso, salsas y encebollados en
las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca. En Ibarra, se estudio la resistencia a antibidticos
de bacterias presentes en frutas y se identificaron aislados Gram positivos resistentes a
meticilina y vancomicina. En Ambato, se identificaron Enterobacterales multirresistentes en
comida callejera mediante andlisis fenotipicos y genotipicos. Por ultimo, en Quito, se
estudiaron aislados especificamente de E. coli proveniente de comida callejera para la
identificacion de resistencia a betalactamicos. Si bien estos hallazgos resaltan la relacion
entre la comida callejera y la diseminacion de la RAM, la investigacion sobre este tema sigue
siendo escasa en el pais y mas aun en la ciudad. En ese contexto, todavia es necesario estudiar
otros espacios comunitarios y altamente concurridos que pueden representar una fuente de
diseminacion de la RAM, e identificar los genes de resistencia que tienen las bacterias que

se encuentran en diversas comidas callejeras.

Por esto, la pregunta de investigacion del estudio es: ;Qué bacterias resistentes a
antibioticos se encuentran en la comida callejera de parques y plazas del centro del DMQ), y

qué genes de resistencia poseen?
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1.3. Justificacion

El estudio de la RAM es una rama de investigacion de gran interés, no solo a nivel
local, sino global. Como se menciond previamente, la RAM es la causante de 700 000
muertes anuales, nimero que continia en aumento, y que llegaréa a los 10 millones en 2050
aproximadamente (Rehman, 2023). La importancia de estudiar a la RAM se sustenta en el
gran impacto que tiene en la salud publica, ya que los microrganismos protagonistas de la
RAM transforman simples infecciones en condiciones potencialmente mortales,
contribuyendo también a la diseminacion de patologias mas invasivas y contagiosas (Bello-
Fernandez et al., 2018). Una arista importante de este tema es la comida callejera, por ciertos
factores criticos. En primer lugar, este tipo de comida a menudo es preparada y vendida en
condiciones que no cumplen con los estdndares de higiene y seguridad definidos por las
autoridades competentes. Adicionalmente, la comida de las calles se encuentra expuesta, en
mayor medida, a fuentes de contaminacioén externa como: personas con malas précticas de
higiene, métodos de preparacion insalubres y ambientes con cargas microbianas elevadas;
esto permite considerar a la comida callejera, en un reservorio de bacterias resistentes, las
cuales se diseminan al ambiente por medio del consumo popular.

Los estudios realizados a nivel nacional, en ciudades como Ambato, Ibarra,
Guayaquil y Cuenca, confirman lo mencionado anteriormente, ya que han demostrado una
alta proporcion de bacterias resistentes en muestras de comida callejera. A su vez, la
profundizacidn de este campo investigativo brinda informacion para la “reduccion del riesgo
de emergencia y propagacion de la resistencia a los antimicrobianos en la salud humana,
animal, vegetal y medioambiental en Ecuador”, el mismo que es un objetivo propuesto por

el Ministerio de Salud en el afio 2019 (INSPI, 2018). Por todo lo anterior, la investigacion de
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RAM en comida callejera sienta un precedente informativo para la elaboracion de politicas
publicas y estrategias de mitigacion que busquen controlar la diseminacion de estas bacterias
a nivel sanitario.

La identificacién de genes de resistencia en bacterias aisladas de comida callejera en el
centro del DMQ brindara informacion relevante para el contexto de la RAM en Ecuador. La
investigacion en este ambito no es tan prevalente en el pais, sobre todo en comida callejera,
ya que, como se menciono previamente, las investigaciones realizadas localmente discuten
en mayor medida la calidad microbiologica de los alimentos, y la RAM a nivel clinico. Con
los pocos estudios de RAM en bacterias de alimentos de venta informal, atin existen hechos
por esclarecer, entre ellos, la identificaciéon de genes de RAM presentes en bacterias de
comida callejera de espacios comunitarios y concurridos. Por ende, este trabajo de
investigacion permitira conocer qué bacterias resistentes se encuentran en la comida callejera

de parques del centro del DMQ y qué genes de RAM poseen.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Identificar genes de resistencia antimicrobiana presentes en especies bacterianas obtenidas a
partir de comida callejera procedente de zonas urbanas del centro del Distrito Metropolitano
de Quito (DMQ), mediante analisis microbioldgicos y moleculares, para la determinacion de

una posible fuente de propagacion de bacterias multirresistentes.
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1.4.2. Objetivos Especificos

1.

Aislar bacterias presentes en comida callejera del centro del DMQ, mediante técnicas
microbioldgicas convencionales, para la determinacion de microorganismos con

potencial resistencia a antibioticos.

Caracterizar los perfiles de resistencia antimicrobiana de los aislamientos bacterianos
obtenidos, mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, para la seleccion de

cepas e identificacion de genes de resistencia y factores de virulencia.

Identificar genes de resistencia antimicrobiana y factores de virulencia en los
aislamientos bacterianos seleccionados, mediante técnicas de biologia molecular,
secuenciacion y bioinformatica, para la evaluacion del riesgo sanitario asociado al

consumo de comida callejera en el area de estudio.
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2. Metodologia

Para la ejecucion de este trabajo se separ6 su metodologia en tres fases distintas:

muestreo, analisis microbioldgico y andlisis molecular, tal y como se indica en la Figura

2.1.

Identificacion de genes de resistencia en comida callejera del centro del DMQ

Toma de 6 muestras de
comida callejera en 2 plazasy
2 pargues del centro del DMQ

A

Muestreo

Aislamiento de cultivos
puros, antibiograma y analisis
de CIM

Analisis

A 4

Microbioldgico

Secuenciacion de Nueva
Generaciony analisis
bioinformatico y molecular

\ 4

Analisis Molecular

Figura 2.1: Fases metodologicas del proyecto para la deteccion de genes de resistencia en comida callejera del

centro del DMQ

2.1. Muestreo en el centro del DMQ

2.1.1. Preparacion de Medio de Transporte (Agua Peptona Tamponada)

Como medio de transporte para la recoleccion de muestras, se prepararon 600mL de
agua peptona tamponada con un pH de 7,2 + 0,2; se autoclavo a 121°C y 15 Psi por 15

minutos; posteriormente, en cabina de flujo laminar, se dispensaron 90 ml del medio en
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frascos estériles y se los almaceno a 4°C hasta la fecha de muestreo (Vincenti et al., 2017;
Dela et al., 2023). En un contenedor con hielo, seis frascos estériles y un termémetro para

verificar que la temperatura no supere los 4°C se transportaron hasta los lugares de muestreo.

2.1.2. Delimitacion de las zonas de muestreo y recoleccion de muestras

Se realizd un muestreo por conveniencia en las siguientes zonas del centro del DMQ:
Plaza San Francisco y la Plaza de la Independencia, ubicadas en la parroquia Centro Historico
y los parques El Ejido y La Alameda, que pertenecen a la parroquia Itchimbia
(Administracion Zonal Manuela Saénz, 2020), lo que se observa de mejor manera en la
Figura 2.2. Por otro lado, para el muestreo se seleccionaron cuatro tipos de alimento liquido:
salsas, espumilla, ensalada de frutas y cevichochos (Arguello-Hernandez et al., 2023; Tub6n
etal., 2022). Al momento de la recoleccion de las muestras se registro la hora y la ubicacion
georreferenciada de cada punto por medio de la aplicacion "UTM Geo Map" (Geodesy
Engineers, 2025). Para identificar cada muestra le asigné un codigo informativo con los
siguientes datos: sector de muestreo, las tres primeras letras del lugar de recoleccion, las tres
primeras letras del tipo de comida, la inicial del estado de la muestra (liquido o sélido) y el

namero de muestra. La matriz de recoleccion de datos se evidencia en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Matriz de muestreo con especificaciones de las muestras de comida callejera tomadas en el centro

del DMQ.
Localidad de Tipo de Puntos de Codigo de
Estado
Recoleccion Muestra Georreferencia Muestra
Plaza de la . . -78.5121306; QC-PLA-
Espumilla  Liquido
Independencia -0.2195845 ESP-L-001
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Localidad de Tipo de Estad Puntos de Codigo de
stado
Recoleccion Muestra Georreferencia Muestra
-78.5146068; QC-PLA-
Plaza San Francisco Aji Liquido ,

-0.2222209 AJI-L-002

-78.51467128; QC-PLA-

Plaza San Francisco Cevichocho Liquido

-0.22232684 CEV-L-003

-78.5013629; QC-ALA-

Parque La Alameda Aji Liquido ,

-0.2137421 AJI-L-004

-78.4978819; QC-EJI-

Parque El Ejido Cevichocho  Liquido
-0.2079056 CEV-L-005
. Ensalada de ) -78.4973582; QC-EJI-JUG-
Parque El Ejido Liquido
frutas -0.2084293 L-006
L+
L+
QC-EJI-CEV-L-005
s QC-EJI-JUG-L-008
e o
. QC-ALA-AJI-L-004 [+
. QC-PLA-ESP-L-001
o QC-PLA-CEV-L-003 o QC-PLA-AJI-L-002

o L+ o

L+

o
@

Figura 2.2: Mapa de Quito con la ubicacion geografica de los puntos de muestreo de alimentos
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2.2. Fase de analisis microbiologico

Ademas de la caracterizacion de colonias, la fase de analisis microbioldgico tuvo
como objetivo filtrar todas las bacterias iniciales, con el fin de seleccionar solamente las
muestras que exhiben resistencia y por ende, son de interés para el proyecto; esto se realizd

en tres fases que se resumen en la Figura 2.3.

Filtro 1
A
[ |
Recoleccién de Siembra en agares: . .
g Resiembra de Barrido de
muestras en puntos MacConkey+CEF, .

e — E— colonias —_— muestras de
especificos del agar sangre+COL, aisladas XLD con MEM
centro del DMQ XLD.

En cultivos
con césped
bacteriano
Sel ion d . . . Sel ion d
eeccion ce cepas Tincion Gramy Aislamiento de e.ecmor.l e .
para pruebas de .. . . colonias de interés
o <+—— caracteristicas bajo +«——— colonias de . L.
sensibilidad . . . . segun caracteristicas
. X microscopio interés L.
microbiana morfolégicas

Descarte de
microorganismos no
bacilos gram
\ negativos ’ l

Y Y

Filtro 3 Filtro 2

Agar sangre+COL; colonias amarillas con hemdlisis beta
Agar XLD: colonias pequefas y negras; colonias grandes y
blancas; Agar MacConkey+CEF: cualquier colonia

Figura 2.3: Flujo de procesamiento de las muestras obtenidas

2.2.1. Preparacion de medios de cultivo selectivos
2.2.1.1. Agar XLD
Para el aislamiento de Enterobacterales, provenientes de muestras de comida se
prepararon 140 ml de Agar XLD (Chauan & Jindal, 2020; Wahab et al., 2016). Se ebulli6
agua destilada para adicionar el agar y disolverlo. Después se ajusto el pH a 7,4 y el medio
fue dispensado en 14 cajas Petri de 90mm x16mm en cabina de flujo laminar. Se realizo el

control positivo con una cepa de E. coli previamente aislada.
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2.2.1.2.Agar MacConkey enriquecido con Cefepime

Para el aislamiento de Enterobacterales resistentes se prepararon 140 ml de Agar
MacConkey enriquecido con cefepime (CEF) (0,1mg/ml) (Vinocur et al., 2021; McEwen et
al., 2016). Al disolver el agar y ajustar el pH a 7,1, el medio fue autoclavado a 121°C y 15
Psi por 15 minutos. Se agregd el antibiotico y, se dispenso el medio en 14 cajas Petri de 9mm

x16mm en cabina de flujo laminar.

2.2.1.3. Agar Sangre enriquecido con colistina

Para el cultivo de bacterias Gram negativas resistentes se prepararon 140ml de Agar
Sangre enriquecido con colistina (COL) (0,05mg/ml) (Vinocur et al., 2021; Mondal et al.,
2024). Se disolvi6 el agar, se ajusto el pH a 7,3 para autoclavarlo a 121°C y 15 Psi por 15
minutos. En cabina de flujo laminar, una vez que el medio llegd a 45 — 50°C se agreg6 la

sangre y la colistina. El medio se dispenso en 14 cajas Petri de 9mm x16mm.

2.2.2. Inoculacion y Cultivo de Muestras en medios selectivos

Las muestras fueron inoculadas los agares previamente preparados: Sangre + COL,
MacConkey + CEF y XLD, por duplicado. Esto se realizdo por medio de la técnica de

extension con asa Digralsky. Se incub6 a 37°C por 72 horas (Varon et al., 2023).

2.2.3. Aislamiento de colonias bacterianas Gram negativas y resistentes a
antibioticos
Una vez transcurrido el periodo requerido de incubacion, las bacterias resultantes
fueron inoculadas en medios de cultivo selectivos: agar sangre y agar MacConkey sin
enriquecimiento antibidtico; esto se hizo para obtener colonias aisladas provenientes de los

cultivos iniciales. Para las bacterias aisladas en agar sangre, se realiz6 una tincion Gram para
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poder clasificar a los microorganismos como Gram positivos o Gram negativos y asi,

determinar su resistencia a la colistina (Hossein et al., 2024).

2.2.4. Barrido de agar XLD y cultivo con meropenem (MEM)

Para aquellas muestras cuyo cultivo inicial en XLD tenia un césped bacteriano, se
procedio a hacer una prueba de sensibilidad con un disco de MEM de 10 ug, para obtener
colonias resistentes y aislarlas para continuar con el andlisis (Banik et al., 2018). Esto se
realiz6 mediante una técnica de barrido de toda la caja de Petri que posteriormente fue

inoculada con un disco antibidtico, para aislar bacterias resistentes.

2.2.5. Dilucion y conteo de colonias

Las muestras que no presentaron resistencia se utilizaron para el conteo de colonias
y la determinacion de la concentracién bacteriana en cada muestra de comida como
pardmetro de calidad microbioldgica (Chauhan y Jansen, 2020). Para ello, se realizaron
diluciones de 1:100, 1:1000 y 1:10,000 en agua peptona para las muestras con colonias
incontables en el cultivo inicial. Posteriormente, se inocul6 en agar sangre y agar MacConkey

para enriquecer el medio de cultivo y asi, preservar las bacterias (Caycedo et al., 2021).

2.2.6. Seleccion de colonias segun caracteristicas en tincion Gram

Esta técnica se realizd para obtener un grupo preliminar de bacterias de interés cuyos
ensayos posteriores son de relevancia para la deteccion de colonias resistentes (Rivera, 2021;

Udomessien et al., 2022).
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2.3. Pruebas de sensibilidad

2.3.1. Antibiograma

Para detectar los antibidticos a los que las bacterias de colonias aisladas son
resistentes, se procedi6 a hacer antibiogramas con los siguientes discos: Amoxicilina - Acido
clavulanico (AMC), Cefepime (CEF), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Cefoxitina
(FOX) (CLSI, 2024; Harada et al., 2018). Esto se hizo en agar Mueller Hinton, en cajas de
90mm, con un volumen que cumple con los 4mm de grosor en cada caja, tal y como lo

establece el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2024).

2.3.2. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria

La prueba de concentracion minima inhibitoria (CMI) para Colistina consistio en inocular
colonias de las cepas previamente aisladas, por medio de la técnica de dilucién en placas en
agar Mueller Hinton con diferentes concentraciones de colistina. De acuerdo con el CLSI
(2024), la prueba de CMI se debe realizar con dos concentraciones de antibidticos por encima
y por debajo de la concentracion de punto de corte. En este caso, la prueba se hizo inoculando
10ul de cultivo bacteriano en agar enriquecido con: 0,5; 1; 2; 4; 6 y 8ul de Colistina en cajas

Petri de 150 mm divididas en cuatro partes.

2.4. Fase de analisis molecular

Después de la fase de anéalisis microbiologico, se procedié a realizar la fase de analisis
molecular, conformada por la extraccion de material genético bacteriano y la secuenciacioén

de genoma completo.
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2.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion del material genético bacteriano se realizo utilizando el kit "QIAamp
DNA Mini Kit (50)" de Qiagen, optimizado para ADN bacteriano y eficiente en la obtencion
de material de alta calidad (Ibrahim y Ali, 2019). Se realiz6 una electroforesis de agarosa al
2% para verificar la cantidad e integridad del material genético extraido. Posteriormente, la
concentracion de ADN se cuantificd en ng/uL mediante fluorimetria con el equipo Qubit 2.0

(Chiluisa y Echeverria, 2017).

2.4.2. Secuenciacion NGS y anadlisis bioinformatico

La secuenciacion de nueva generacion fue realizada por la empresa Biosequence, con
el equipo MiSeq por medio de la tecnologia de secuenciacion por sintesis de Illumina,
realizada a una profundidad de 30X. A partir de ello fue posible estudiar el genoma completo
de todas las bacterias, los cuales posteriormente fueron analizados mediante herramientas
bioinformaticas por medio de la plataforma Galaxy Australia (Furutani et al., 2022; Mesfin
et al., 2022). En primer lugar, se realizd un trimado con el programa Trimmomatic, para
asegurar una buena calidad de material genético para el analisis, con una calidad promedio
(PHRED score) de 30. A continuacion, uso la herramienta FASTQC para el estudio de
calidad, verificando que ninguna muestra tenga lecturas con un PHRED score por debajo del
limite antes establecido (Kim et al., 2018). Posteriormente, se hizo un ensamblaje de novo
con la herramienta SPADES con unos tamafios de k-mers automaticos de: 21,33,55,77; y su
correspondiente analisis de calidad con el programa QUAST (Prjibelski et al., 2020; More y
More, 2020). Para identificar la especie bacteriana, se utilizd la pagina Pub MLST.

Posteriormente, se hizo anotacion de genomas con la herramienta PROKKA, para identificar
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genes de resistencia, factores de virulencia y presencia o ausencia de plasmidos (Madaha et

al., 2020).

3. Resultados y Discusion

3.1. Aislamiento de bacterias por medio de técnicas microbiolégicas

El aislamiento de colonias bacterianas axénicas es el primer pilar para el
cumplimiento de los objetivos planteados. Por medio de técnicas microbioldgicas
convencionales, se realizd el cultivo inicial, identificacion microbioldgica y posterior
aislamiento de bacterias con posibles resistencias a antibioticos; a continuacion, se detallan
los resultados obtenidos. Las seis muestras de comida callejera recolectadas fueron
inoculadas por duplicado en tres agares diferentes: agar sangre+COL, agar XLD y agar
MacConkey+CEF. En el primer y segundo agar se evidencio crecimiento en el 100% de las
muestras y en el tercero, solo hubo crecimiento en el 50%. Esto indica que 3 / 6 muestras
tuvieron crecimiento de microorganismos Enterobacterales con posible resistencia a
cefepime, y el 100% tuvo Enterobacterales y posible resistencia a la colistina. Esto se resume

en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Cantidad de muestras que evidenciaron crecimiento bacteriano en cada agar selectivo

Agar Total Porcentaje
Agar sangre + COL 6/6 100
Agar XLD 6/6 100
Agar MacConkey + CEF  3/6 50
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Para este proyecto, los agares selectivos fueron utiles para el cultivo de bacterias
Gram negativas, que son de mayor relevancia debido a que, por su membrana, son mas
dificiles de penetrar y suelen tener mayores resistencias intrinsecas (Huemer et al., 2020).
Concretamente, el aislamiento de Enterobacterales fue posible en todas las muestras, y su
estudio en el contexto de la RAM es de mayor relevancia debido a que en los ultimos afios,
estos microorganismos han sido reportados como resistentes a antibioticos de ultimo recurso,
como los carbapenémicos (Diaz-Gavidia et al., 2021). La presencia de Enterobacterales en
el 100% de las muestras concuerda con lo que establecen Campos et al. (2015), quienes
realizaron un estudio de identificaciéon de genes de resistencia en comida callejera de la
ciudad de Porto, Portugal y detectaron Enterobacterales y coliformes en el 100% de sus
muestras de comida callejera (29 muestras distribuidas en: carne de hot dog y hamburguesas,
manos del vendedor). Adicionalmente, un estudio realizado en la ciudad de Ambato detectd
Enterobacterales en el 86,1% de sus muestras (Tubon et al., 2022).

Por otra parte, al realizar el conteo de las diluciones para reportar unidades
formadoras de colonias (UFC), se observé un crecimiento bacteriano excesivo en las placas,
superando el rango Optimo para un conteo preciso. Este crecimiento desmedido puede
atribuirse a un tiempo de incubacion prolongado y como consecuencia, los resultados
obtenidos no son considerados confiables para una cuantificacion precisa de las UFC. Por
ello, los datos de la Tabla 3.1 brindan solamente un contexto de la presencia de bacterias en
la comida, y no son referentes para analizar su calidad microbiologica, situacion similar a lo
descrito por Zurita y Zurita (2019), quienes, en su estudio de comida callejera en diferentes
zonas de Quito, detallan que los datos recolectados no son utiles para determinar la calidad

microbiologica de los alimentos muestreados.
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Es importante recalcar que la gran mayoria de los aislados provenian de muestras
liquidas cuyo origen era comida sin coccion. La comida sin coccion tiene una mayor
probabilidad de contener bacterias patdgenas en comparacion con la comida cocinada debido
a la falta de tratamiento térmico que elimina los microorganismos termosensibles; esto se
debe a que el proceso de coccidon a temperaturas elevadas mata estas bacterias, reduciendo
significativamente el riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (Koch et al.,
2020). Un estudio realizado en Mozambique (Salamandane et al., 2020) afirma que la
presencia de bacterias en comida cruda es mayor en comparacion a la comida cocida. De
igual manera, Leon et al (2023), plantearon un estudio de comida vendida de manera
ambulatoria (417 muestras) en Cuenca para su analisis microbioldgico, comprobaron la
diferencia entre comida cocinada y cruda, detectando que el nivel de insatisfaccion por
presencia de bacterias patdgenas en comida sin tratamiento térmico era del 54%, mientras
que, de la comida cocida, el porcentaje de insatisfaccion sélo llegaba al 24%.

A partir de los resultados obtenidos y discutidos en esta seccidon es importante
explorar las razones por las que estos microorganismos se encuentran en la comida. Para ello,
existen al menos tres factores que deben ser considerados. Segin Siddabathuni (2019), la
presencia de microorganismos en los alimentos puede deberse a diferentes factores, como el
ambiente en el que se da la venta de comida, el nivel de limpieza de los utensilios y el propio
microbiota de quien lo prepara. En este contexto, encontrar Enterobacterales en las muestras
de comida podria ser un indicio de una mala manipulacion del producto alimenticio y una
falta de higiene, o una contaminacion de la comida por elementos ambientales (Ibrahim y

Ali, 2019).
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Por otro lado, de los microorganismos obtenidos en el cultivo inicial, se identificaron
colonias fenotipicamente variadas, cuya distincion es importante para la obtencioén de cepas
puras para sus posteriores pruebas de sensibilidad antimicrobiana. A continuacion, se
describe la diversidad de colonias de las muestras. Tal y como se resume en la Tabla 3.2, de
cada muestra se aisld6 mas de una colonia; especificamente de la muestra QC-EJI-CEV-L-
005 se obtuvieron ocho colonias diferentes, cuatro en agar sangre + COL, dos en XLD y dos
en agar MacConkey + CEF haciéndola la muestra mas diversa, mientras que la muestra QC-
PLA-ESP-L-001 presentdé menos colonias diferentes.

Tabla 3.2: Cantidad de colonias fenotipicamente diferentes obtenidas de muestras de comida callejera de

parques y plazas del centro del DMQ

Colonias aisladas

Muestra Agar Sangre + Agar Agar MacConkey +
COL XLD CEF

QC-PLA-ESP-L-001! 1 1 0
QC-PLA-AJIi-L-002 2 2 1
QC-PLA-CEV-L-003 2 0 1
QC-ALA-AJI-L-004 2 2 1
QC-EJI-CEV-L-005 4 22 2
QC-EJI-JUG-L-006 3 2 0
TOTAL 14 9 5

'En adelante para la identificacion de cada colonia de cada muestra se agrega a su etiqueta una letra en orden alfabético, por ejemplo,
para las dos colonias de agar sangre de QC-PLA-AJI-L-002 sus respectivas etiquetas son: QC-PLA-AJI-L-002 -A y QC-PLA-AJI-L-002-

B. ?Una de las colonias de la muestra QC-EJI-CEV-L-005 resulto resistente a MEM.

La variedad de colonias esta relacionada con varios factores referentes a la muestra,

como su estado, sus ingredientes y su método de preparacion; incluso dicha variedad se
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relaciona con la microbiota que cada alimento contiene. Un estudio realizado por Jarvis et al.
(2018), que tenia como fin estudiar los microbiomas de los alimentos de venta listos para
comer, afirma que la humedad juega un papel importante en la presencia o ausencia de
bacterias en una muestra de alimentos, ya que favorece el crecimiento de ciertos
microorganismos asociados a la descomposicion y al deterioro alimentario. Asimismo, cada
ingrediente es mas propenso a albergar ciertos tipos de bacterias que otros, por ejemplo, el
cilantro, componente clave del cevichocho tradicional como el de la muestra QC-EJI-CEV-
L-005, tiene en promedio, una variedad de seis filos bacterianos (Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Flavobacterium y Pseudomonas). Estos factores
podrian explicar por qué existe una diferencia entre el nimero de colonias bacterianas de una
muestra y otra, y la relacion que existe con el origen del alimento procesado.

Si bien el crecimiento de colonias de microorganismos en los agares selectivos indica
que se trata de bacterias de interés, es importante obtener mas informacion sobre dichas
bacterias. Consecuentemente, se realizd la tincion Gram con el fin de: confirmar que las
colonias crecidas en agar sangre eran resistentes a la colistina, descartar microorganismos no
bacterianos e identificar si se trataba de bacilos o cocos. A continuacion, la Figura 3.1,
resume la cantidad de colonias diferentes que fueron identificadas, e indica que 6 de las 28
siembras en total, no tuvieron un crecimiento, 9 siembras, correspondientes a colonias en
agar sangre, no exhibieron evidencias morfoldgicas de interés y las 13 colonias restantes se
distribuyeron en cuatro grupos segun lo observado bajo el microscopio: bacilos Gram
negativos (5), cocos Gram negativos (2), cocos Gram positivos (2) y levaduras (4). Las
colonias Gram positivas cuya identidad se sospechaba ser S. aureus fueron descartadas

después de dar negativo para coagulasa y manitol salado.
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Figura 3.1: Seleccion de cepas segun caracteristicas morfologicas y tincion Gram

Aquellas siembras que no presentaron crecimiento (6 colonias), se las determind
como efecto indculo, caracteristica que, segiin Culqui Molina & San Lucas Coque (2024), es
comun en las bacterias Gram negativas y antibidticos betalactamicos. Por otro lado, el criterio
de seleccion de las colonias de interés se sustenta en los estudios que explican que los
Enterobacterales y S. aureus son de mayor relevancia para el estudio de RAM por su
predisposicion a presentar resistencia y su pertenencia al grupo ESKAPE (Lynch et al., 2021;
Chavez-Jacobo, 2020), por lo que se hizo énfasis en las colonias blancas pequefias con
hemolisis gamma y crecimiento en agar MacConkey. Ademas, la presencia de levaduras en
estas muestras no resulta un caso aislado, ya que también ha sido reportada en otras
investigaciones. Por ejemplo, en el estudio de Leon et al. (2023), que analizaba la calidad
microbiologica de los alimentos vendidos en las calles de Cuenca, reportd presencia de

levaduras en alimentos crudos como mayonesa (75% de las muestras), jugo de naranja
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(65,4% de las muestras) y salsa de aji (50% de las muestras). Adicionalmente, Tenea et al.
(2023), quienes planteaban evaluar la calidad microbiolédgica de frutas y jugos vendidos en
las calles de Ibarra, y analizar los perfiles de resistencia de los aislados identificados, también
reportaron levaduras en el 100% de sus muestras.

Las pruebas microbiologicas permitieron seleccionar y aislar bacterias que sean de
interés para la investigacion. Por eso, de las 28 posibles muestras a procesar, se seleccionaron
seis para el analisis de resistencia y sensibilidad antimicrobiana (QC-ESP-L-1-A, QC-CEV-

L-5-C, QC-CEV-L-5-D1, QC-CEV-L-5-A, QC-JUG-L-6-A y QC-JUG-L-6-B).

3.2. Caracterizacion de perfiles de resistencia a antimicrobianos

Una vez aisladas las colonias bacterianas de interés, por medio de técnicas
microbiologicas, siguen las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, y la consecuente
caracterizacion de perfiles de resistencia. En esta seccion, se discuten los resultados de los
antibiogramas a betalactamicos y carbapenémicos y de la prueba de concentracion inhibitoria
de colistina. En primer lugar, en la Tabla 3.3 se evidencia el porcentaje de muestras
resistentes a IMP, MEM, AMC, FOX y FEP. Cabe destacar que el 100% de las muestras
fueron resistentes a AMC, 50% a FOX 'y 16,67% a FEP; en este caso no se reporto resistencia
fenotipica a ninguno de los carbapenémicos testeados. Adicionalmente, en el mapa de calor
mostrado en la Figura 3.3, se observa en color azul aquellas muestras que presentaron un
mayor halo de inhibiciéon (mm) y en color rojo aquellas muestras que fueron resistentes a los

antibioticos evaluados. La resistencia a los carbapenémicos testeados fue nula.
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Tabla 3.3: Resultados de antibiogramas considerando el halo de inhibicién detectado y el punto de corte para

cada muestra

IMP MEM AMC FOX FEP
Muestra
Halo RoS |Halo RoS Halo RoS |Halo RoS |Halo RoS

QC-ESP-L-1-A 30 S 28 S 6 R 20 S 25 S
QC-CEV-L-5-C 30 S 30 S 6 R 6 R 17 R
QC-CEV-L-5-D! 25 S 30 S 6 R 12 R 28 S
QC-CEV-L-5-A 33 S 35 S 10 R 26 S 37 S
QC-JUG-L-6-A 28 S 31 S 6 R 13 R 26 S
QC-JUG-L-6-B 35 S 35 S 6 R 25 S 35 S
% Resistencia 0% 0% 100% 50% 16,67%

! la muestra QC-CEV-L-5-D corresponde a la tinica que dio resistencia a MEM en el barrido de XLD;

Resistente (R) o Sensible (S); HALOS DE INHIBICION: IMP (S > 25mm, R < 18mm), MEM (S > 25mm, R <
18mm), AMC (S > 18mm, R < 13mm), FOX (S >18mm, R < 14mm), FEP (S > 18mm, R < I14mm).

Prueba de Sensibilidad a Antibioticos

QC-PLA-ESP-L-001-XLD-A
QC-EJI-CEV-L-005-sangre-C

QC-EJI-CEV-L-005-MEM

QC-EJI-CEV-L-005-XLD-A
QC-EJI-JUG-L-006-XLD-A
Q RN o + 2
N © S &© &

Interpretacion

- Resistente
- Sensible

Muestra

QC-JUG-L-006-XLD-B

Antibiético

Figura 3.2: Resultados de antibiogramas por su punto de corte por cada muestra; rojo, resistente; azul,

sensible
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La resistencia a AMC es ampliamente descrita en Enterobacterales, tal como lo
muestran los resultados obtenidos por Naftali y Mwambete (2023), quienes encontraron
100% de resistencia en sus propias muestras de ensaladas callejeras listas para comer en
Tailandia. Asimismo, la resistencia a las cefalosporinas de cuarta generacion también se ha
evidenciado en otros estudios, como en el de Giri et al. (2021), cuyo estudio se basaba en
evaluar el riesgo de la presencia de Enterobacterales productores de betalactamasas en
comida callejera consumida en India, y encontraron resistencia a FEP en el 72,9% de sus
muestras. En ese caso se reportaron carbapenemasas también, a diferencia de este estudio.

Es importante mencionar que la muestra QC-CEV-L-5-D dio positivo para
crecimiento bacteriano en un caldo con un disco de MEM, sin embargo, a partir de estos
resultados de sensibilidad antimicrobiana, se observa que el aislado fue sensible a este
antibiotico. De acuerdo con Nicoloff et al. (2019), esto puede deberse a una heterotolerancia,
que se da cuando una subpoblacion de microorganismos resulta resistente a un antibiotico al
que el resto de la poblacion es sensible. De esta manera, la heterotolerancia, que contribuye
a la heterorresistencia, refleja la diversidad fenotipica que puede tener un cultivo bacteriano
axénico, demostrando que no todas las bacterias que tienen el mismo origen clonal tienen la
misma tasa de mortalidad (Huemer et al., 2020).

Las pruebas de sensibilidad realizadas denotan una frecuencia de resistencia a AMC
elevada (100%), una resistencia variable a cefalosporinas (50% y 17% para cefalosporinas
de segunda y cuarta generacion respectivamente), y nada de resistencia a carbapenémicos.
Se podria inferir que dos de las seis muestras analizadas presentan una resistencia BLEE de
tipo C, debido a que tienen resistencia caracteristica a las cefalosporinas de segunda

generacion, como lo es el cefoxitin y a los betalactamicos con inhibidores de betalactamasas,
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como lo es la amoxicilina con 4cido clavuldnico (Meini et al., 2018). De igual manera, solo
una muestra tuvo resistencia a la cefalosporina de cuarta generacion, el cefepime, lo que
podria deberse al mecanismo ya mencionado, o indicar algin mecanismo diferente, como
porinas alteradas, bombas de eflujo o modificacién de las proteinas de uniéon a penicilina
(PBPs). Cabe recalcar que esta clasificacion corresponde a lo establecido por Richard
Ambler, cuyo planteamiento divide las beta-lactamasas en cuatro clases principales (A, B, C
y D), seglin su estructura y mecanismo de accion. Las beta-lactamasas de clase A, Cy D
utilizan un mecanismo de hidrélisis dependiente de serina en su sitio activo, mientras que las
de tipo B o metalo-beta-lactamasas se destacan por la presencia de iones de zinc en su
estructura (Martinez y Porras, 2021).

Los resultados de sensibilidad concuerdan con lo reportado por Harada et al. (2018),
quienes estudiaban la resistencia encontrada en bacterias presentes vegetales listos para
comer, en Japon; detectaron resistencia AmpC en sus aislados: E. coli, K. oxytoca, K.
pneumoniae, P. mirabilis, S. marcescens, C. freundii. Es importante mencionar que la
resistencia a antimicrobianos de este tipo se caracteriza por ser, en su mayoria, cromosomica,
lo que implica una ausencia de genes resistentes a estos antibioticos en plasmidos. Ademas,
las bacterias productoras de AmpC pueden exhibir otros mecanismos de resistencia, como la
alteracion de las proteinas de unién a penicilinas (PBPs) y la sobreexpresion de bombas de

flujo, que expulsan activamente los antibioticos fuera de la célula (Tamma et al., 2019).

Analisis de resistencia a Colistina por concentracion minima inhibitoria (CMI)
Por otro lado, el antibiotico Colistina también es de gran relevancia en el contexto de

la resistencia a antimicrobianos, sobre todo por su uso en la industria ganadera como un

40



profilactico para los animales porcinos y vacunos (Sanchez-Hidalgo, 2016). La Tabla 3.4
muestra que el 100% de las muestras tuvieron crecimiento en la concentraciéon de su punto
de corte (4 ug/mL) al igual que los 6ug/mL, mientras que solo el 66% resultd resistente a la

maxima concentracion analizada (8ug/mL).

Tabla 3.4: Resultados de CMI de colistina por aislado

Concentraciones de colistina en agar sangre

(ug/mL)
Muestra
0,5 1 2 4 6 8
QC-EJI-CEV-L-005-C si si si si si no
QC-EJI-CEV-L-005-D si si si si si si
QC-EJI-JUG-L-006-A si si si si si si

Otros estudios exhiben resultados cercanos, por ejemplo, Johura et al. (2020),
encontraron resistencia a este antibiotico en todas las bacterias aisladas provenientes de
comida, agua y jabon de manos y adicionalmente, demostraron que dichas bacterias con el
gen de resistencia a colistina, mcr-1, presentaron resistencia a otros antibidticos, dando como
resultado bacterias multirresistentes. Adicionalmente, segun Melgarejo (2022), la falta de
sensibilidad a este antibidtico suele ser cromosdmica en algunas bacterias, entre ellas:
Serratia marcescens, Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii, Vibrio cholerae,
Brucella sp., Campylobacter sp., Legionella sp., Chromobacterium sp., Neisseria spp.,
Edwardsiella spp, lo que concuerda con los resultados de identidad de especie obtenidos, que

seran discutidos mas adelante.
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Estas pruebas de sensibilidad dieron paso a la deteccion de microorganismos fenotipicamente
resistentes a los antibioticos de relevancia mencionados previamente, colistina y
betalactdmicos. Consecuentemente, el analisis anterior fue la base para la seleccion de las
tres cepas resistentes para secuenciar y estudiar sus genes de resistencia a antibioticos y sus

factores de virulencia.

3.3. Genes de resistencia antimicrobiana y factores de virulencia

Las bacterias Gram negativas cuentan con un amplio catdlogo de mecanismos de
resistencia a antibioticos. Empezando por las bombas de eflujo, que son proteinas
transmembrana que expulsan los antibioticos hacia fuera de la célula bacteriana, reduciendo
su concentracion interna y, por lo tanto, su efectividad (S. Wang et al., 2018). También se
encuentra la produccion de enzimas, como las betalactamasas, que destruyen el anillo
betalactamico, afectando su estructura, y por ende al antibidtico de penicilina como tal (Yaici
etal., 2017). Otro mecanismo es la modificacion del sitio diana, en el cual el microorganismo
altera, ya sea a nivel nucleico o proteico, el sitio al que se unen los antimicrobianos.
Finalmente, un mecanismo particularmente importante en la resistencia a antibidticos como
las quinolonas y las cefalosporinas es la reduccion de la permeabilidad de la membrana
externa, que impide el ingreso de antibioticos en la célula bacteriana, afectando su funcion
de semipermeabilidad (Vergalli et al., 2020). Estos mecanismos pueden ocurrir de forma
individual o en conjunto, permitiendo que las bacterias Gram negativas sobrevivan en
entornos hostiles (Chavez-Jacobo, 2020).

En esta seccion se discuten los resultados bioinformadticos, que indicaron una gran

cantidad de genes de resistencia antimicrobiana y de virulencia. Si bien los genes de un
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organismo nunca pueden funcionar de manera aislada, debido a que un gen puede estar
involucrado en mas de una funciéon o proceso, es importante distinguir entre genes de
virulencia y resistencia, ya que tienen funciones especificas (Ponce de Leon Rosales et al.,
2015). En este estudio se identificaron 150 genes de RAM diferentes, entre ellos se puede
apreciar resistencia a macroélidos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglucdsidos y a antibidticos
de mayor relevancia clinica como betalactamicos, polimixinas y multiples antibidticos, al
igual que mas de 300 genes de virulencia por medio de diferentes mecanismos como:
sistemas de secrecion, invasion, adhesion, toxinas, sideroforos y mecanismos de evasion del

sistema inmune.

3.3.1. Genes de resistencia a diversos antibioticos

A continuacidn, se discuten los genes que dan resistencia a diversos antibioticos, lo que se
aprecia en la Figura 3.2. Entre ellos, hay genes de resistencia a tetraciclinas, macrolidos,

aminoglucosidos, quinolonas, trimpetoprim, cloranfenicol y demas.
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Figura 3.2: Genes de resistencia a antibidticos por aislado bacteriano
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Para aminoglucosidos, hay genes de resistencia como eis, [ivQ, satA, sttH 1y aacAl,

que codifican hidrolasas y acetiltransferasas que modifican la estructura de los

aminoglucosidos, confiriendo resistencia a dicho antibidtico (Burckhardt & Escalante-

Semerena, 2017; Alazmi & Motwalli, 2024); esto se da gracias a genes como el aacAl, que

también ha sido reportado en Gram negativas, y esto coincide con dos de los tres aislados

analizados (Reeves et al., 2020). Ademas, en los tres aislados se ha encontrado el gen bcr (y

ber 1), que confieren resistencia a la biciclomicina; a pesar de que este antibidtico ha sido

identificado como eficiente contra infecciones por bacterias Gram negativas resistentes a

carbapenémicos (W. Wang et al., 2023), también se ha reportado su resistencia intrinseca en
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especies bacterianas como Serratia marscesens 'y Pseudomona aeruginosa (McCarlie et al.,
2023). De igual manera, la resistencia a quinolonas ha sido detectada en los tres ejemplares
por medio del gen gyr4, y en B. orbicola, la misma resistencia también ha sido atribuida al

gen abaQ 1 (Sandner-Miranda et al., 2018; Pérez-Varela et al., 2018).

Adicionalmente, en los tres aislados se encontro resistencia a la tetraciclina por medio de
genes como fetA, tetR, tetR 1, tetR 3y tetX 1. De acuerdo con Jahantigh et al. (2020), el
gen fetA es el mas reportado en bacterias Gram negativas y esta relacionado con bombas de
eflujo de los antibioticos, mientras que el gen fefR actia como un regulador transcripcional
involucrado en la resistencia de dicho antibidtico; estos genes a su vez estan estrechamente
relacionado con el transposén Trnl(0 (Bertram et al., 2022). Por otra parte, la resistencia a
macrolidos se evidencia por bomba de eflujo tripartita macAB-TolC, tipo ABC (Souabni et
al., 2021), que se compone de los elementos macA, macB y TolC. Aunque es un complejo
de eflujo comun, no hay muchos reportes para Morganella ni Burkholderia; sin embargo,
Shirshikova et al. (2021), ha reportado que en Serratia, este complejo, ademas de dar

resistencia a los macrolidos, contribuye a la resistencia a polimixinas y aminoglucdésidos.

3.3.2. Genes de resistencia a Polimixinas, Betalactamicos y multiples antibioticos

Como se ha mencionado previamente, los antibidticos que son de mayor interés
investigativo son la colistina, betalactamicos y carbapenémicos, y por lo que el andlisis de
los genes de resistencia a estos antibioticos se lo realiza en conjunto, y junto con ellos, los
genes de resistencia a multiples antibioticos. En la Tabla 3.5 se observa la cantidad de genes
de resistencia que tiene cada especie, segiin su conjunto, especificando los antibidticos a los

que cada gen confiere resistencia.
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Tabla 3.5: Lista de conjuntos de genes de resistencia a polimixinas, betalactdmicos y multiples farmacos

Conjunto de

Antibiético Especie
genes B. orbicola M. morganii S. nevei
Operon
7 7 7
Polimixinas arnBCADTEF
eptAB 0 1 2
ampC-R 3 5 5
ompA-W 3 5 6
Betalactamicos
pbpE-G 1 1 0
Blal-2 2 0 0
AcrAB-TolC 3 4 5
MdtA-O 9 7 7
Multiples
MexA 1 0 1
farmacos
ogx 3 0 1
EmrA-Y 6 4 4

Como se evidencia en la tabla, para la polimixina, las tres bacterias cuentan con los
mismos siete genes del conjunto arnA-T, mientras que solo S. nevei cuenta con los dos genes
eptAB, y M. morganii, con uno. En cuanto a los betalactamicos, hay presencia del gen AmpC
en las tres bacterias al igual que genes de la familia ompA-W. Asimismo, hay genes de
adhesion a penicilinas (pbpE-G) en dos de los tres aislados mientras que los genes blah 1y
blah 2, que confieren resistencia a carbapenémicos, solo se evidenciaron en B. orbicola. En
la Figura 3.3, se observan los genes especificos que cada aislado ha presentado,
distribuyéndose los genes, por familia, segiin el color de la escala. A continuacion, se

describen los genes de resistencia mas relevantes para cada antibiotico.
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3.3.2.1. Resistencia a polimixinas

Como se mencion6 previamente, la resistencia a la colistina es un problema que esta
en aumento, que ultimamente se ha detectado en mayor medida en bacterias Gram negativas
como A. baumanii, K. pneumoniae y P. aeruginosa (Gogry et al., 2021). Existen varios
mecanismos responsables de la resistencia a la colistina, como la modificacion de porinas de
la membrana celular, sobreexpresion de sistemas de eflujo y ciertos mecanismos enzimaticos
(Bialvaei & Samadi Kafil, 2015). Si bien en estos ejemplares no se detectaron los genes de
resistencia mediada por plasmidos, los mcrl — mcri0, si se detectaron sistemas de doble
componentes, como pmrAB 'y PhoPQ (Schwarz & Johnson, 2016; Bialvaei & Samadi Kafil,
2015). En Morganella morganii se identificaron los genes PhoPQ y mgrB, que, aunque
también estan relacionados con la virulencia, tienen un importante rol en la resistencia a la
colistina; ya que segiin Roch et al. (2022), las modificaciones en el regulador negativo de
PhoPQ, mgrB, conferian resistencia a las polimixinas, al promover la modificacion del lipido
A de la membrana bacteriana. De igual manera, la resistencia a este antibidtico llega por
enzimas sobreexpresadas como la ept4 o el arnT, cuya funcién es afiadir grupos funcionales
(fosfoetanolaminas y l-arabinosa respectivamente) al lipido A de la membrana bacteriana,
por medio de los operones eptA-pmrAB y arnBCADTEF (Aghapour et al., 2019). En este
caso, se evidenciaron los genes del primer operon: ept4 y eptB en Serratia nevei 'y eptA en
Morganella morganii; y del segundo operén: arnA, arnB, arnC, arnD, arnE, arnF'y arnT,
en los tres ejemplares; esto se observa de manera més detallada en el Anexo 1. Es importante

recalcar que la resistencia a la colistina en microorganismos como Burkholderia, Serratia y
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Morganella es intrinseca, lo que quiere decir que se encuentra en el cromosoma bacteriano y

no en elementos transmisibles como plasmidos y transposones (Aghapour et al., 2019).

3.3.2.2. Resistencia a betalactamicos

La resistencia a los betalactdmicos tiene varios contribuyentes en este estudio, tal y
como se observa en la Figura 3.3. En primer lugar, en los tres aislados se detectd el gen
AmpC y sus reguladores: ampD, ampE, ampG, ampH, ampR. La funcion de dicho gen es
hidrolizar el anillo betalactamico de estos antibioticos, para evitar que estos se adhieran a sus
sitios diana, como las proteinas de union a penicilinas (PBPs) (Juan et al., 2018). De acuerdo
con Mina Ortiz et al. (2021), estos genes funcionan asi: ampR es un regulador que en
condiciones normales, minimiza la expresion del gen AmpC; sin embargo, cuando los
antibiodticos betalactamicos promueven la degradacion de los péptidos de la membrana, los
péptidos suelen acumularse y competir por ciertos componentes celulares presentes, como el
N-acetilmurdmico, que al verse disminuido, los péptidos en exceso se ven forzados a unirse
con el ampR, inhabilitando su funcidn, y por ende, promoviendo la accion de AmpC. A su
vez, ampD se encarga de cortar los residuos membranales para reducir la unidon a ampR, sin
embargo, ampG, involucrado en la degradacion de péptidos aumenta su actividad, lo que
desencadena eventos en cascada: se sobrepasa la capacidad de AmpD de escindir péptidos
logrando que se aumenta la union de péptidos a ampR, reduciendo su actividad y por ende,
incrementando el nivel de funcionamiento de AmpC (Juan et al., 2018). Estas enzimas,
también llamadas cefalosporinasas, confieren resistencia a antibioticos como cefalosporinas
de primera y segunda generacion, penicilinas e inhibidores clasicos de betalactamasas, como

el 4cido clavulanico (Urban-Chmiel et al., 2022). Los genes Amp conforman los genes mas
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reportados como contribuyentes a la resistencia a los betalactamicos. Un estudio en Argelia
demuestra la dispersion de estos genes en Enterobacterales por medio de comida callejera,
como sanduches listos para comer, que estaban presentes en 6 de 14 muestras procesadas
(Yaici et al., 2017). En otro estudio realizado en China, se detectaron genes de AmpC en el
13,6% de muestras que incluian: carne cruda, productos acuaticos, vegetales y alimentos
listos para consumir. Adicionalmente, el 4,4% de los aislados correspondia a S. marcescens
y el 15%, a M. morganii (Ye et al., 2017), lo que coincide parcialmente con los resultados de
este estudio, considerando que hasta hace poco S. nevei se reportaba como subespecie de S.
marcescens.

Otro grupo de genes relevantes en este contexto son aquellos que codifican para
porinas, proteinas de membrana asociadas con la regulacion de la permeabilidad y resistencia
a antibidticos (Choi & Lee, 2019). Los genes codificantes para porinas, especificamente
ompC, ompF'y PhoFE, son los que se reportan en gran medida como contribuyentes a la RAM.
De acuerdo con Vergalli et al. (2020), las porinas son el medio preferencial de entrada para
los betalactamicos incluyendo cefalosporinas, penicilinas y carbapenémicos por lo que sus
alteraciones o mutaciones pueden provocar un aumento en la resistencia a estos antibioticos,
disminuyendo la permeabilidad de la célula bacteriana o incrementando el eflujo de
componentes (Pages et al., 2016). En este trabajo, se identificaron los genes: ompA, ompC,
ompD, ompN, ompR, ompW, ompX y phoE, sin embargo, ningun aislado tiene el gen ompF,
lo que podria indicar una posible funcion parcial de estas porinas. Adicionalmente, el resto
de las porinas también son relevantes y no solo en la resistencia a betalactamicos; por

ejemplo, estudios revelan que ompA, al funcionar como estabilizador de la membrana, puede

50



contribuir a la resistencia de colistina, trimetoprim, glicopéptidos y demas, lo mismo sucede
con OmpW (G. Zhou et al., 2023; Smani et al., 2014).

De igual manera, las proteinas de unidn a penicilina también juegan un rol importante
en la RAM, pues ademads de ser el sitio de union de los antibidticos, también juegan un rol
fundamental en el ensamblaje de la membrana bacteriana, haciéndolas relevantes para la
virulencia también, aspecto que se profundizard mas adelante (Welsh et al., 2017). Los
resultados bioinformaticos indican la presencia de genes pbp directamente, como lo son pbpE
(presente en M. morganii), pbpG (presente en B. orbicola) y pbpC (en los tres aislados).
Dichos genes son el sitio diana de los antibidticos betalactamicos, por lo que posibles
alteraciones o mutaciones pueden afectar su nivel o mecanismo de expresion, contribuyendo
ala RAM (Delgadillo-Valles et al., 2024). Otros genes relacionados con este mecanismo son:
ftsl, mrcA 'y mreB; el primero de ellos, presente en los tres aislados (en B. orbicola esta su
homologo PenA), codifica para una PBP3. Segun Chen et al. (2017) al silenciar estos genes
del genoma de P. aeruginosa, la sensibilidad a antibioticos betalactdmicos aumenta ocho
veces para carbapenémicos (Imipenem) y ocho veces para cefalosporinas de cuarta
generacion (Cefepime); lo que demuestra el rol de este gen en la RAM. Por otro lado, los
genes mrcA y mreB, detectados en los tres aislados, han demostrado ser importantes en la
resistencia de otros microorganismos como Haemophilus parasuis y Stenotrophomonas
maltophilia, sin embargo, para la resistencia a betalactdmicos en las especies detectadas en
estes estudio, se requiere de mayor investigacion (Heir et al., 2021; Zhao et al., 2024).

Adicionalmente, se han detectado otros genes que aportan a la resistencia a

betalactamicos, como lo son los genes bla [ y bla 2, presentes solo en B. orbicola. Segin
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Bhattacharya et al. (2020), dichos genes codifican para betalactamasas tipo A y
metalobetalactamasas respectivamente, lo que contribuye a la resistencia de penicilinas y
cefalosporinas en este aislado (Urquizo Ayala et al., 2018). Ademas, en este aislado se
evidencid el gen arpC, que forma parte del complejo dependiente de ATP: arpABC, que
codifica para bombas de eflujo de antibidticos betalactdmicos (Kusumawardhani et al.,
2021). Este complejo se ha reportado previamente en especies como Pseudomona putida,
también se ha reportado en Serratia marcescens y en el género Burkholderia, lo que coincide
parcialmente con los resultados de este estudio, ya que B. orbicola es el unico de los tres
ejemplares que presenta dicho gen. Segun reportes, arpC contribuye a la resistencia a
antibidticos como la amoxicilina con acido clavuldnico (Yao et al., 2017; M. Wang et al.,

2023; Overmeyer et al., 2023).

3.3.2.3. Resistencia a multiples antibioticos

De igual manera, en este estudio se detectaron genes que confieren resistencia a
multiples antibidticos, que se evidencian en la Figura 3.3. Es importante mencionar que la
mayoria de resistencia a multiples antibioticos estda mediada por bombas de eflujo que,
dependiendo de su mecanismo y estructura, pueden ser de varios tipos. De acuerdo con
Hajiagha & Kafil (2023), existen seis tipos de bombas de eflujo, diferenciadas por su
estructura: RND, ABC, MFS, SMR, MATE y PACE, de las cuales, en este estudio se
detectaron RND y ABC.

En primer lugar, los genes AcrAB-TolC, que codifican para una bomba de eflujo
compuesta por: AcrA, AcrB, AcrF, ArcZ. La funcion de una bomba de este tipo es expulsar

compuestos toxicos de la célula, ya que sirve como un sistema de defensa bacteriano. De los
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cinco tipos de bomba, el complejo AcrAB-TolC pertenece al tipo RND: resistencia —
nodulacion — divisidn, y consta de tres partes estructurales: la proteina intermembrana AcrB
que actia como un embudo al cual se adhieren diversas moléculas, Acr4, proteina
periplasmica que une los otros dos elementos de la bomba, y 70/C, que conforma el canal
hacia el exterior de la célula (Jang, 2023). Esta bomba contribuye con la resistencia a
cloranfenicol, kanamicina (aminoglucosido), eritromicina (macrélido), fluoroquinolonas,
acido nalidixico, entre otros (Nolivos et al., 2019); algunos estudios detallan que esta bomba
no solo contribuye directamente a la RAM, sino que, en algunos casos, también puede
acelerar el nivel de mutaciones y evolucion de la bacteria, incrementando la aparicion de
resistencias (Langevin et al., 2020). Estos genes, si bien estan presentes en estos aislados,
han sido reportados con mayor frecuencia en otras especies como E. coli, S. typhimurium, o

B. thailandesis (Chodkowski & Shade, 2022; Esteves et al., 2021).

También se detectaron genes de las familias Mdt (multidrug resistance transporters:
MdAtABC, MdtEF y MdtL): MdtA, MdtB, MdtC, mdtE, MdtG, MdtH, MdtK, MdtL, MdtIN y
MdtO. Estas familias también son bombas de eflujo de tipo RND, que se encargan de expulsar
de la célula una variedad de antibioticos y otros compuestos toxicos, para disminuir su
concentracion celular y asi, evitar su efecto bactericida (Pos, 2024). En la literatura existe un
mayor reporte e investigacion sobre las bombas MdtABC y MdtEF (Horiyama & Nishino,
2014; Cho & Misra, 2021). La primera de estas bombas, a diferencia de otras bombas RND,
se compone de dos bombas de eflujo (MdtB y MdtC). La presencia de estos genes permite a

las bacterias resistir el efecto de wvarios antibidticos, incluyendo aminoglucosidos,
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tetraciclinas y macrélidos (Radi et al., 2022). Esta bomba también ha sido reportada en y S.
marscesens (Staats et al., 2022) y en E. coli (Radi et al., 2022). Adicionalmente, un estudio
realizado en el 2021 demostro6 que el funcionamiento de estas bombas depende de mutaciones

de otros genes, como crp, baeSR o hns (Cho & Misra, 2021)

Después de haber discutido las resistencias fenotipicas y genotipicas encontradas en
las muestras, es necesario contrastarlas, para determinar si existe discrepancia o concordancia
entre estos dos aspectos. A continuacion, la Tabla 3.6 describe los resultados genotipicos y

los fenotipicos de cada bacteria para los antibidticos estudiados.

Tabla 3.6: Concordancia entre resultados fenotipicos y genotipicos

Antibiotico Bacteria Fenotipo Genotipo (familias de
(resistente o genes que confieren
sensible) resistencia)
Cefoxitin B. orbicola Resistente Bla 1, bla 2 Amp, Omp
(Cefalosporinas de 2da
generacion) _
M. morganii Resistente Amp, Omp
S. nevei Resistente Amp, Omp
Amoxicilina y acido B. orbicola Resistente AmpC, Omp, arpC
clavulénico
(Betalactamico) M. morganii Resistente AmpC, Omp
S. nevei Resistente AmpC, Omp
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Antibiotico Bacteria Fenotipo Genotipo (familias de
(resistente o genes que confieren
sensible) resistencia)
Cefepime B. orbicola Resistente Bla 1, AmpC
(Cefalosporinas de 4ta
generacion) M. morganii Sensible No identificado
S. nevei Sensible No identificado
Meropenem e B. orbicola Sensible No identificado
Imipenem
(Carbapenémicos) M. morganii Sensible No identificado
S. nevei Sensible No identificado
Colistina B. orbicola Resistente arnBCADTEF
(Polimixina E)
M. morganii Resistente arnBCADTEF, ept4
S. nevei Resistente arnBCADTEF, eptAB

De manera general, los resultados de la Tabla 3.6 indican que, para los antibidticos

testeados en el antibiograma, existe una concordancia entre los resultados genotipicos y
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fenotipicos. Si bien existen mas genes de resistencia, esta concordancia o discrepancia no

puede ser evaluada, debido a la falta de més pruebas fenotipicas.

3.3.3. Factores de virulencia

Los genes de virulencia son relevantes porque a partir de ellos se define el nivel de éxito
que tiene un microorganismo de infectar y multiplicarse en un huésped por medio de diversos
mecanismos (Sinha & Rahul, 2019). A continuacidn, se discuten los genes mas relevantes
para el contexto investigativo.

Si bien se detectaron factores de virulencia relacionados con evasion del sistema inmune,
sideroforos, sistemas de secrecion y toxinas, hay una predominancia de factores relacionados
con la adhesion para M. morganii'y S. nevei e invasion bacteriana para B. orbicola, tal y como
se observa en la Tabla 3.8. De igual manera, se evidencia que S. nevei es la bacteria con mas
factores de virulencia entre los tres aislados (238 genes), mientras que B. orbicola es la que
menor numero tiene (175). Los genes de factores de virulencia obtenidos se observan en la
Figura 3.8. A continuacion se detallan los genes de mayor relevancia relacionados con la

virulencia bacteriana.

Tabla 3.7: Factores de virulencia identificados en cada aislado clasificados por su tipo

Aislados
Factor de virulencia
B. orbicola M. morganii S. nevei
Adhesion 42 71 72
Invasion 51 63 52
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Aislados
Factor de virulencia

B. orbicola M. morganii S. nevei
Evasion del sistema inmune 33 42 53
Sistemas de secrecion 15 18 9
Toxinas 18 13 26
Sideroforos 15 15 26
Total 175 222 238

En primer lugar, los genes de adhesion promueven la adherencia de la bacteria a su
huésped, tal y como su nombre lo indica (Liu et al., 2022). Entre los genes de este tipo mas
reportados se destacan los del conjunto fimA, fimD y fimC, presentes en los tres aislados.
Dichos genes han sido ampliamente reportados como contribuyentes a la virulencia
bacteriana por medio de la formacion de biopeliculas (Zhou et al., 2020). Estos genes han
sido reportados en otros microorganismos como Salmonella enterica, y Escherichia coli
(Meng et al., 2019; Liu et al., 2022).

En estos aislados, también se detectaron factores de invasion cuya funcion es facilitar
la entrada del microorganismo en las células o tejidos del huésped. En este caso, se identifico
en todos los aislados el conjunto de genes bam (por su nombre beta-barrel assembly
machine): bamA, bamC, bamD y bamE. Dicho conjunto se encarga de ensamblar proteinas
del mismo nombre en la membrana celular, para asegurar la colonizacién de la bacteria

(Lithgow, 2017), haciéndolos un objetivo comun de los antibioticos. Este gen ha sido
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reportado en otros microorganismos como en P. aeruginosa (Klein et al., 2019) y E. coli
(Misra et al., 2015).

En cuanto a los factores de evasion del sistema inmune, los genes que estan
relacionados con la evasion del sistema inmune son aquellos que interactian de manera
directa con la respuesta del huésped (Méndez-Lopez, 2020). El gen baeR, encontrado en este
proyecto, no ha sido muy reportado en las especies de estos aislados; sin embargo, en cepas
de Salmonella ha sido reconocido como un inductor de respuesta inflamatoria, ya que activa
las proteinas quinasas activadas por mitégenos, promoviendo la inflamacion (Lee et al.,

2016).
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Una vez estudiados los genes resistencia y virulencia de cada aislado secuenciado, es
pertinente comparar la cantidad de genes que comparten y que mantienen para si. La Figura
3.5 indica la cantidad de genes de resistencia y virulencia encontrados en cada ejemplar, junto
con los que comparten entre si. Para los genes de virulencia, hay un total de 37 genes siendo
compartidos entre los tres aislados, 49 genes en comun entre S. nevei y M. morganii, 16 entre
M. morganii 'y B. orbicola y 43 entre B. orbicola 'y S. nevei. Por otro lado, para los genes de
resistencia, hay un total de 14 genes en comun para los tres aislados, 29 genes compartidos
entre S. nevei y M. morganii, 6 entre M. morganii y B. orbicola y 12 entre B. orbicola y S.

nevei.

Genes de Resistencia Genes de Virulencia

S. nevei M. morganii S. nevei M. morganii

79
(17.4%)

B. orbicola B. orbicola

Figura 3.5: Distribucion de los genes de resistencia y virulencia de cada aislado
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De manera general, se evidencia mayor similitud de genes entre los aislados de S.
nevei y M. morganii para los genes de resistencia y virulencia (29 y 37 genes compartidos
respectivamente) que con B. orbicola (12 'y 6,y 43 y 16 respectivamente). Esto se puede
justificar con la cercania evolutiva que tienen los aislados entre si, pues los tres ejemplares
comparten su descendencia hasta el filo (Pseudomonadata), desde ese nivel en adelante existe
una separacion entre B. orbicola que pasa a la clase Betaproteobacterias, y M. morganii y S.
nevei. Estas ultimas pertenecen a la misma clase (Gammaproteobacterias) y al orden de
Enterobacterales (NCBI, n.d.). De hecho, tal y como demuestra el filograma de la Figura
3.6, realizado por maxima verosimilitud, hay una gran distancia entre las dos especies
mencionadas y B. orbicola. M. morganii y S. nevei comparten un ancestro en comun

adicional con una distancia muy pequefia en comparacion a la que hay con la otra bacteria.

Burkholderia-orbicola

l— Morganella-morganii

l— Serratia-nevei
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Figura 3.6: Arbol filogenético de las tres especies secuenciadas en este estudio

3.3.4. Elementos transponibles

Por medio de herramientas bioinformaticas también se pudieron identificar elementos
transponibles en los tres aislados. Aquel con mas de estos genes fue el de la especie B.

orbicola, con un total de 51, seguido de M. morganii con 25 y luego S. nevei con 5; todos
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ellos distribuidos en 16 familias. Entre los grupos de elementos transponibles, los mas
grandes son: IS3, con 23 elementos entre las tres muestras, IS110, con 11 elementos y Tn3
con 9. Por el contrario, las familias de transposones con la menor frecuencia son ISNCY, con
dos genes de ellos en una sola especie e IS30 e IS4 con un gen en dos especies

respectivamente.

Con base en lo establecido por Babakhani & Oloomi (2018), casi todos los elementos
transponibles identificados en este proyecto, corresponden a secuencias de insercion (IS),
que se caracterizan por ser transposones del tipo mas simple y pequefio (> 2500bp) que no
transportan genes adicionales y su mecanismo de accion es solamente la posible insercion en
un segmento genético, provocando su inactivacion. Adicionalmente, de todos los tipos de
transposones, las secuencias de insercion son transposones de ADN, de clase 2 y por lo usual,

tienen en sus extremos, secuencias invertidas (Popa et al., 2018).

Un estudio realizado por Razavi et al. (2020), detectd que las familias de secuencias
de insercion de mayor impacto en bacterias Gram negativas eran 1S3, IS4/5, 1S256, 1S240 y
Tn3. Esto coincide parcialmente con la Figura 3.7, el transposén con mas frecuencia en los
aislados es el IS3, sin embargo, después de eso estan el IS110, Tn3, IS4/5, como se detallo

previamente.
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Figura 3.7: Elementos transponibles identificados en los aislados de este estudio clasificados por especie
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3.3.5. Evaluacion del riesgo sanitario

Si bien ya sean discutido los genes de resistencia y virulencia identificados en estos
aislados, es importante discutir sobre su identidad bacteriana, ya que esto se relaciona en gran
medida con el posible riesgo sanitario que poseen al ser resistentes y estar presentes en un
vehiculo de transmision, como lo es la comida callejera. Por ello, la Tabla 3.8 a continuacion,
indica las especies de bacterias obtenidas a través de la secuenciacién de genoma completo;
la primera muestra corresponde a la bacteria Burkholderia orbicola, la segunda a Morganella

morganii y la tercera, a Serratia nevei.

Tabla 3.8: Especies identificadas de los aislados secuenciados

Muestra Identidad

QC-EJI-CEV-L-005-C  Burkholderia orbicola
QC-EJI-CEV-L-005-D  Morganella morganii

QC-EJI-JUG-L-006-A Serratia nevei

Es importante mencionar que no se detectaron bacterias enteropatégenas como E.
coli, Klebsiella, ni Salmonella; el estudio realizado por Harada et al. (2018), que buscaba
genes de resistencia en vegetales listos para comer en Japon, concuerda con la ausencia de
Salmonella, pero discrepa en la presencia de E. coli, y Klebsiella. De igual manera, Giri et
al. (2021), que busco identificar bacterias productoras de betalactamasas en comida callejera
de la India, reporta presencia de E. coli y Klebsiella enun 22,88% y 27,12% respectivamente,

sin embargo, no menciona la identidad del resto de bacterias aisladas.
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3.3.5.1. Burkholderia orbicola

El género Burkholderia, se compone de unas 100 especies bacterianas
aproximadamente que han sido descubiertas con el pasar del tiempo; de ellas, algunas son
beneficiosas para el ambiente, mientras que otras resultan un peligro para los seres vivos
(Eberl & Vandamme, 2016). A Burkholderia orbicola especificamente se lo considera parte
del complejo Burkholderia cepacia, que incluye a al menos 22 especies de patdgenos
oportunistas que afectan en mayor medida a pacientes con fibrosis quistica o
inmunocomprometidos (Rojas—Rojas et al., 2018; Morales—Ruiz, 2022); por esto, se toma
como referencia la informacion reportada para el complejo Burkholderia cepacia. Estas
bacterias son de mayor relevancia en el contexto nosocomial ya que, ademés de poseer una
fuerte resistencia antimicrobiana intrinseca, su estructura les brinda la capacidad de adherirse
a células o superficies como catéteres y tubos de respiracion, lo que permite la colonizacion
de huéspedes debilitados (Rojas y Guzman, 2024).

A pesar de que Burkholderia orbicola no haya sido reportada en comida previamente,
se la halla en ambientes naturales como la tierra o el agua, incluso se la usa como aditivo
agricola para promover el desarrollo vegetal (Morya et al., 2020), lo que puede justificar su
presencia en alimentos. Segun la literatura, esta especie bacteriana ha sido reportada como
un patdégeno para vegetales, como la cebolla (Paudel et al., 2024) pero también como una
fuente de produccién de metabolitos secundarios con aplicaciones industriales y de

remediacion ambiental (Kunakom & Eustaquio, 2019).
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3.3.5.2. Morganella morganii

La presencia de esta bacteria en comida no es la primera, de acuerdo con un estudio
realizado por Khater et al. (2021), que investigaba patdégenos en comida, detectd este
microorganismo en el 3,5% de muestras que pertenecian a carne, queso y leche. Ademas,
Ryser et al. (2021), reportaron crecimiento de Morganella morganii en 11 diferentes
muestras de quesos y demostraron que posee resistencia a ampicilina, tetraciclina, colistina
y tigeciclina. Adicionalmente, a pesar de que se trata de una bacteria entérica en mamiferos
(Liuetal., 2016), en China se han reportado infecciones por este microorganismo en animales
bovinos, con una mortalidad del 57%, al igual que una multiple resistencia a gentamicina,
sulfadiazina, penicilina y florfenicol (Li et al., 2018).

Esta bacteria es catalogada como patégeno oportunista y abarca una variedad de
enfermedades adquiridas clinica y comunitariamente, como diarrea, abscesos, infecciones
del tracto urinario y sepsis (Rahman et al., 2020). Ademads, actia como un gran reservorio de
genes de resistencia a antibidticos, que posteriormente, son transferidos a otras bacterias con
mayor probabilidad de causar infeccion; esto, adicional al amplio nimero de hospederos que
tiene, hacen de este microorganismo una gran amenaza en el contexto de la resistencia
antibidtica (Bandy, 2020). En Ecuador, una cepa multirresistente de Morganella morganii
fue detectada en el rio Chibunga, en Chimborazo, lo que indica su diseminacion en diferentes

ambientes de la naturaleza (Guillén-Ferraro et al., 2024).

3.3.5.3. Serratia nevei

El tercer aislado secuenciado corresponde a la bacteria Serratia nevei, una gamma

proteobacteria motil y en forma de bacilos que recientemente era clasificada como subespecie
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de Serratia marcescens, por su alto nivel de similitud de caracteristicas (Santos et al., 2022).
Al igual que Morganella morganii, esta no es la primera vez que se reporta esta especie en
alimentos, sobre todo de origen callejero. Ferdus et al. (2024) encontraron a Serratia spp.,
como los organismos con mayor predominancia en sus muestras durante un estudio
microbioldgico de comida callejera; con una sensibilidad a gentamicina, ciprofloxacina y
amoxicilina. Otro estudio realizado en Egipto concuerda con la presencia de dicha especie
en la comida callejera como carne de origen animal (Khater et al., 2021).

Adicionalmente, esta bacteria se relaciona con varias enfermedades, entre ellas:
gastrointestinales, neumonia, infecciones de heridas, endocarditis y bacteriemias que son
evidenciadas en el contexto hospitalario, generalmente por contaminacién de equipos o
soluciones médicas (Roy et al., 2023; Zia et al., 2016). Esta especie representa una amenaza
para la salud publica, ya que, por sus caracteristicas de virulencia como la formacion de
biofilms, produccion de enzimas y capacidad de adaptacion a diferentes condiciones, es
capaz de sobrevivir y proliferar en diferentes ambientes, incluso donde el control de asepsia
es muy alto (Khayat et al., 2023).

Como se menciond previamente, las bacterias identificadas en este estudio no son
enteropatodgenas, es decir que no causan infecciones en el tracto intestinal, sino que mas bien,
prolifera en ese ambiente sin causar dafio al huésped (Gonzalez-Torralba et al., 2018) Sin
embargo, esto no indica que no sean de relevancia investigativa, pues existen varios estudios
que discuten la implicancia de bacterias entéricas no patogenas multirresistentes en la
microbiota del ser humano. En primer lugar, Lopez-Velandia et al., (2016) recalcan que las

enterobacterias son responsables del 30% de sepsis y el 75% de aislamientos del tracto
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urinario, lo que indica que, a pesar de no ser enteropatégenas, pueden causar afecciones en
otros sistemas del cuerpo. Adicional a eso, Pan et al. (2022) argumentan que las bacterias de
la microbiota humana acttian como un reservorio de genes de resistencia que, naturalmente,
pueden llegar a posibles patogenos por medio de la transferencia horizontal de genes.
Adicionalmente, Tahmasebi et al. (2025), establecen que el aumento de genes de resistencia
a antibioticos en el tracto digestivo humano puede dificultar el tratamiento de infecciones
intestinales, debido a una persistencia bacteriana crecida por la presencia de genes de RAM.
A nivel comunitario, esto puede traducirse en una diseminacion de bacterias multirresistentes
por medio del contagio entre individuos, evento que resulta mas peligroso para personas
inmunocomprometidas, ya que la colonizacién de microorganismos multirresistentes se

incrementa (Pan et al., 2022).

3.4. Limitaciones asociadas a este estudio y perspectivas futuras

Una de las principales limitaciones de la investigacion se basa en la restriccion geografica
de la recoleccidon de muestras, ya que, ademas de haber realizado un muestreo por
conveniencia, solo se consideraron alimentos vendidos en parques y plazas del centro de
Quito. Esto no permite una representacion completa del panorama microbiologico de la
comida callejera en otras zonas de la ciudad ni en otras regiones del pais. Ademas, al centrarse
unicamente en la identificacion de genes de resistencia, virulencia y transposones, no se
evalud el nivel de expresion génica; lo que podria limitar la interpretacion del riesgo real para

la salud publica. También, el enfoque en un solo tipo de ambiente urbano reduce la
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posibilidad de generalizar los resultados a otras condiciones socioecondmicas o sanitarias

que podrian influir en la presencia y diseminacion de estos genes.

Como perspectivas futuras, existen algunos factores que podrian tomarse en cuenta
para afinar los detalles de investigacion de RAM en comida callejera. En primer lugar, se
plantea ampliar el muestreo a otras zonas de la ciudad de Quito y a distintas regiones del pais,
con el fin de obtener una vision mas representativa y comprensiva del problema. Asimismo,
seria relevante complementar los andlisis genéticos con estudios fenotipicos para
correlacionar la presencia de genes con la expresion real de resistencia y virulencia,
fortaleciendo asi la evaluacion del riesgo sanitario. También se recomienda investigar la
relacion entre las condiciones higiénico-sanitarias de los puntos de venta y la presencia de
bacterias multirresistentes, asi como explorar posibles rutas de transmision genética entre
bacterias ambientales, animales y humanas desde un enfoque One Health. Finalmente,
integrar tecnologias de secuenciacion de nueva generacion permitiria un analisis mas
profundo de los mecanismos de diseminacion, incluidos plasmidos, integrones y otros

elementos moviles.

4. Conclusiones

Las pruebas microbiologicas realizadas contribuyeron a la seleccion y aislamiento de
bacterias de interés para la investigacion. Ademas, este estudio permiti6 el aislamiento de
Enterobacterales en el 100% de las muestras recolectadas, lo que indica que las bacterias

resistentes presentes en la comida callejera del centro del DMQ), son de origen entérico. Esto,
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confirma que la comida callejera es un medio de diseminacién de genes de resistencia a
antibioticos.

Por otro lado, los andlisis de susceptibilidad a antimicrobianos revelaron una prevalencia
de resistencia del 100% para amoxicilina — dcido clavulanico, variacion en cefalosporinas de
2da y cuarta generacion (con una sola muestra resistente a cefepime y tres a cefoxitina).
Ademés, estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han documentado la
resistencia en bacterias aisladas de comida callejera en otras ciudades de Ecuador. La correcta
caracterizacion de perfiles de resistencia fenotipicos lograda en este estudio, dio paso a la

seleccion acertada de cepas de interés para su posterior analisis genomico.

La identificacion de genes de resistencia a betalactdmicos y colistina, junto con factores
de virulencia, sugiere que las cepas aisladas no solo son resistentes, sino que también poseen
caracteristicas que aumentan su capacidad de causar enfermedad. La deteccion de genes
relevantes y previamente reportados en la literatura como contribuyentes a la RAM revelan
una uniformidad y concordancia con la situacion actual, es decir, el hecho de reportar los
genes previamente detectados demuestra que la tendencia de la resistencia a antimicrobianos
se mantiene e incluso aumenta. Ademas, la secuenciacién de genoma completo destaca que
estos genes se encuentran en bacterias entéricas no patogenas, lo que significa que se trata de
bacterias que actlian como reservorios de genes de RAM. A su vez, esto se traduce en una
mayor dificultad en el tratamiento de las infecciones, diseminacion de estas bacterias por

medio del contagio y, por ende, un riesgo de salud ptblica prominente.
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Identificar genes de resistencia antimicrobiana presentes en especies bacterianas
obtenidas a partir de comida callejera procedente de zonas urbanas del centro del Distrito
Metropolitano de Quito (DMQ), mediante analisis microbioldgicos y moleculares, para la
determinacion de una posible fuente de propagacion de bacterias multirresistentes.

En definitiva, la identificacion de genes de resistencia antimicrobiana en la comida
callejera del centro del DMQ de este estudio revela la presencia de microorganismos
multirresistentes, lo que sugiere que estos alimentos actfian como reservorios y fuentes de
diseminacion de resistencia a antibidticos en la comunidad. De igual manera, la presencia de
genes de resistencia en los aislados confirma la concordancia entre las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas en todas las muestras seleccionadas. La presencia de estas cepas en
comida callejera resalta la necesidad urgente de establecer politicas de mitigacion y control
de la situacion, con enfoques de vigilancia y regulacion de los puestos de comida callejera
ya que la diseminacion de resistencia a antibioticos puede tener repercusiones graves en la
salud publica. Ademas, considerando que la investigacion en este &mbito es limitada en
Ecuador, hace que estos hallazgos sean aiin mas relevantes para establecer politicas de salud

publica efectivas ya mencionadas.

5. Recomendaciones

Esta investigacion permitié determinar qué genes de resistencia estan circulando en qué
bacterias Gram negativas del centro de Quito especificamente, sin embargo, para profundizar

la investigacion se recomienda lo siguiente:
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a. Ampliar la cantidad de datos analizados, es decir, incrementar el nimero de muestras,
al igual que la cantidad de sectores de la ciudad y el tipo de muestras que se estudia.
De esta manera, se tendria una vision global mas completa sobre la dispersion de
genes de RAM por la ciudad. Una vez que esto se haga, se podrd repetir la
metodologia, pero a nivel nacional. Dentro de ese contexto, seria relevante investigar
la relacion que tiene la zona de muestreo con las bacterias que puedan estar presentes,
por ejemplo, comparar los aislados obtenidos en cuerpos de agua con los de zonas
hospitalarias, donde pueden predominar patdogenos oportunistas y ultrarresistentes.

b. Realizar un andlisis de mutaciones en los genes de resistencia encontrados e
identificar alteraciones especificas, comparando con los genomas referenciales de las
bacterias aisladas, por medio de bases de datos, y asi determinar si tiene un efecto
sobre la resistencia, virulencia, metabolismo o fisiologia de la bacteria.

c. Realizar un andlisis de expresion, ya sea por medio de analisis de ARN o de proteinas,
para identificar qué genes, sobre todo de los relacionados con RAM, se expresan en
la bacteria, y de esta manera determinar qué mecanismo contribuye a la resistencia.

d. De manera global, es recomendable contar con un sistema que realicen vigilancia y
control de manera eficiente, y que también permita informar a la poblacion, y sobre
todo a las autoridades competentes, sobre la diseminacion de genes con resistencia a
antibioticos, con énfasis en antibioticos de ultimo recurso, como la colistina o los
carbapenémicos. Para asegurar un monitoreo global, es fundamental trabajar desde el

enfoque One Health, donde se consideren los mismos factores sobre la diseminacion
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de genes de resistencia desde diferentes perspectivas y se tomen decisiones

informadas.
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7. Anexos

Anexo 1: Genes de resistencia a antibidticos encontrados en cada bacteria, clasificados por tipo de antibidtico
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