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Resumen: La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una amenaza creciente para la salud publica global y regional. En
Ecuador, existen pocos estudios enfocados en cuerpos de agua ornamentales urbanos, por lo que el objetivo de esta investigacion fue
identificar genes RAM en bacterias Gram negativas presentes en estos ambientes de dos parques localizados en el Distrito
Metropolitano de Quito, Ecuador. Se realizaron muestreos en los parques “La Carolina” en el norte de Quito y “El Ejido” del centro
de la ciudad, se cultivaron los microorganismos, se identificaron por medio de pruebas bioquimicas, se realizaron pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos, se extrajo ADN y se realizd la secuenciacion genémica de las cepas bacterianas seleccionadas. El
analisis de identidad genomica determind que una de las cepas corresponde a Chryseobacterium indologenes y la otra a Pseudomonas
protegens. Se identificaron multiples genes RAM, como MdtA, que confiere resistencia a -lactamicos y EmrA que son especificos
para la resistencia a la colistina, entre otros genes. También, se identificaron genes de factores de virulencia y elementos moéviles.
Los resultados indican que los cuerpos de agua actiian como reservorios ambientales de bacterias RAM, posiblemente influenciad os
por la actividad humana y animal en cuerpos de agua ornamentales en los parques analizados, y resaltan la importancia de los estudios
de vigilancia en estos ambientes.

Palabras clave: vigilancia ambiental, Chryseobacterium cucumeris, Chryseobacterium indologenes, Pseudomonas protegens,
cuerpos de agua ornamentales, resistencia a los antimicrobianos (RAM).

Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) represents a growing threat to global and regional public health. In Ecuador, there are
few studies focused on urban ornamental water bodies, so the main objective of this study was to identify AMR genes in Gram-
negative bacteria present in these environments in two parks located at the Metropolitan District of Quito, Ecuador. Samples were
taken from “La Carolina” park at northern Quito and “El Ejido” park in the city center, microorganisms were cultured and identified
using biochemical tests, tested for antimicrobial sensitivity, DNA was extracted, and genomic sequencing of selected bacterial strains
was performed. Genomic identity analysis determined that one of the strains corresponds to Chryseobacterium indologenes and the
other one to Pseudomonas protegens. Multiple AMR genes were identified, such as MdtA, which confers resistance to p-lactams,
and EmrA, which is specific for colistin resistance, among other genes. Virulence factor genes and mobile elements were also
identified. The results indicate that water bodies act as environmental reservoirs for AMR bacteria, possibly influenced by human
and animal activity in ornamental water bodies in the analyzed parks, and highlight the importance of surveillance studies in these
environments.

Keywords: environmental monitoring, Chryseobacterium cucumeris, Chryseobacterium indologenes, Pseudomonas protegens,
ornamental water bodies, antimicrobial resistance (AMR).
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1. Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM), también conocida como farmacorresistencia bacteriana, es un grave
problema de salud publica a nivel global, debido a que causa multiples complicaciones en la salud humana e incluso
puede provocar la muerte (Davies et al., 2010; Dhingra et al., 2020). Esta problemadtica ocurre cuando las bacterias
tienen la capacidad de sobrevivir o multiplicarse ante compuestos que comunmente son letales o que inhiben su
crecimiento (Dhingra et al., 2020; Ponce et al., 2015). Desde el punto de vista econdémico, los costos asociados a los
tratamientos contra las infecciones causadas por bacterias resistentes son muy elevados, lo cual perturba la
sostenibilidad de los sistemas de salud (Medina-Pizzali et al., 2021). En algunas ocasiones, el incremento en costos
supera hasta en 100 veces el costo habitual de un tratamiento médico (Okeke et al., 2005; Ponce et al., 2015; Centers
for disease and control, 2013).

La RAM es un fendmeno evolutivo natural impulsado principalmente porque los microorganismos se exponen a agentes
antimicrobianos en concentraciones subletales, una situaciéon muy comiin que esta asociada con el uso inapropiado de
antibidticos en la ganaderia, la automedicacion y el empleo incorrecto de los antibidticos por parte de los profesionales
de la salud (Davies et al., 2010; Ponce et al., 2015; Medina-Pizzali et al., 2021). Bajo esta presiéon ambiental, las bacterias
pueden adaptarse mediante mutaciones espontaneas o por transferencia horizontal de genes, promoviendo su rapida
diseminacion y una evolucion a nivel comunitario (Munita et al., 2016; Lerminiaux et al., 2019; Dhingra et al., 2020).
Los procesos biologicos que promueven la transferencia horizontal de genes son la conjugacion, la transduccion y la
transformacion (Didelot et al., 2009; Dhingra et al., 2020).

La conjugacion ocurre cuando dos bacterias comparten material genético por medio de un pili sexual, el cual es una
estructura similar a un apéndice propio de algunas bacterias (Jawetz, et al., 2011; Watson et al., 2013). Generalmente,
la transferencia de genes por conjugacion estd mediada por elementos extracromosomales como los plasmidos o
elementos genéticos moviles como los integrones (Munita et al, 2016; Devi et al., 2024). Por otro lado, la transduccion
estd mediada por un bacteridofago que inserta su material genético en un huésped para convertirse en un profago,
integrandose en el genoma y facilitando la transferencia de genes (Brown, 2016; Ermolaev et al., 2018). Por ultimo, la
transformacion sucede cuando una bacteria, bajo condiciones de estrés, integra material genético exégeno que se
encuentra libre en el ambiente (Lerminiaux et al., 2019). Las bacterias que presentan o adquieren genes de RAM utilizan
diversos mecanismos para sobrevivir a la exposicion a los antibidticos; entre los principales mecanismos, se encuentran
la modificacion de la molécula del antimicrobiano, la alteracion de su diana, la reduccidon de la absorcion del
antimicrobiano combinada con la activacion de bombas de expulsion activa, y los cambios en rutas metabolicas o
estructuras celulares (Dhingra et al., 2020; Munita et al., 2016; Devi et al., 2024).

Diversos estudios han demostrado que los ecosistemas acuaticos son reservorios clave de resistencia (Fuhrmeister et
al., 2023). En Ecuador, se ha reportado la presencia de bacterias multirresistentes en aguas de irrigacion. En la
investigacion realizada por Corrales-Martinez et al. (2024), se identifico la presencia de Enterobacter kobei con genes
blaOXA y blaKPC en agua de riego y sedimentos agricolas. Mientras que, en el estudio de Montero et al. (2021),
realizado en 17 provincias del Ecuador, se analiz6 37 muestras de agua de irrigacion y diferentes vegetales provenientes
de diversas fincas agricolas. Se encontrd que del total de las muestras de agua, el 58% contenian Escherichia coli, con
el fenotipo BLEE (B-lactamasa de Espectro Extendido), lo que destaca el rol del agua de irrigacion en la transmision de
bacterias RAM (Montero et al., 2021). Los genes con mayor prevalencia fueron blaCTX-M (97,98%) y blaSHV
(28.13%); adicionalmente, se identificé al gen blaOXA en el 1% de las muestras analizadas (Montero et al., 2021).

A pesar de estos hallazgos, la informacion sobre la RAM en el pais sigue siendo limitada, principalmente debido a la
ausencia de sistemas eficientes de vigilancia para esta problematica, por lo que la falta de datos genera una vision
fragmentada y poco representativa de la situacion real (Ponce et al.,, 2015; Acosta et al., 2024). La informacion
disponible en instituciones o centros de vigilancia corresponde mayoritariamente a infecciones asociadas con la atencién
sanitaria (IAAS) y aunque existen estudios a nivel comunitario, éstos han sido realizados con muestras de alimentos,
aguas de riego, aguas residuales, heces de mascota, etc. (Fusaro et al., 2024: Ortega-Paredes et al., 2018; Ortega-Paredes
et al., 2019; Zurita et al., 2013). Por lo cual, la informacién relacionada con las infecciones comunitarias que involucran
a cepas bacterianas resistentes procedentes de cuerpos de agua ornamentales sigue siendo deficiente (O'Neill, 2016).

Los cuerpos de agua ornamentales no sélo son un elemento estético, sino que también constituyen ecosistemas
dindmicos que reflejan las interacciones existentes entre los seres humanos y los animales en su entorno inmediato
(Nascimento et al., 2016). A diferencia de otros cuerpos de agua, su ubicacion en zonas urbanas densamente pobladas
los convierte en entornos importantes para evaluar la calidad del manejo ambiental y los riesgos sanitarios asociados
con las comunidades de seres vivos que los rodean. Ademas, éstos pueden actuar como reservorios y puntos de
propagacion de microorganismos con genes de RAM, facilitando la transferencia horizontal de estos genes entre
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diferentes especies bacterianas, y pueden revelar valiosa informacion sobre el estado sanitario de la comunidad y las

fuentes de contaminacion recurrentes (Ponce et al., 2015; Nascimento et al., 2016).

Dentro de este contexto, este estudio se centr6 especificamente en bacterias Gram negativas debido a su papel critico
como reservorios y diseminadores de genes de resistencia. Estas bacterias presentan una doble membrana que acta
como barrera fisica frente a muchos antimicrobianos y poseen mecanismos intrinsecos y adquiridos altamente eficientes,
como bombas de eflujo, inactivacion enzimatica y modificacion de dianas (Jawetz, et al., 2011; Devi et al., 2024).
Ademas, microorganismos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumannii estan frecuentemente implicados en infecciones nosocomiales dificiles de tratar, y han sido clasificados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2024) en su lista de patogenos prioritarios para el desarrollo de nuevos
antibiodticos. En esta lista, A. baumannii y las bacterias Enterobacterales multirresistentes se categorizan como criticas,
mientras que, otras especies como P. aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella spp. y Neisseria gonorrhoeae se encuentran

clasificadas como alta prioridad (OMS, 2024).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar genes de resistencia a los antimicrobianos en especies bacterianas
Gram negativas aisladas de cuerpos de agua ornamentales de los parques “La Carolina” y “El Ejido” del norte y centro
del Distrito Metropolitano de Quito, Ecuador, mediante analisis microbioldgicos y secuenciacion gendmica, para la

caracterizacion de su perfil de resistencia y potencial impacto en la salud publica.

1.1 Hipotesis

Los cuerpos de agua ornamentales de los parques “La Carolina” y “El Ejido” del norte y centro del Distrito
Metropolitano de Quito, Ecuador, contienen especies bacterianas Gram negativas con multiples genes de resistencia a
los antimicrobianos, resultado de una posible presion selectiva derivada de la actividad humana y la contaminacion

ambiental.

2. Materiales y Métodos

2.1 Preparacion de medios de transporte de las muestras de agua y medios de cultivo.

2.1.1 Preparacion del medio de transporte de las muestras de agua y solucion tampon.

Se prepar6 caldo peptona como medio de preenriquecimiento para garantizar la viabilidad de los microorganismos y
una solucion de tiosulfato de sodio (NaxS;0;3) al 10%, como tampon para inactivar la accion bactericida del cloro
presente en las muestras de agua (Leal, 2012). Las soluciones fueron autoclavadas y vertidas cuidadosamente en los
envases que fueron utilizados para la toma de las muestras, los cuales son envases estériles de polipropileno con un
volumen de 150 mL. En cada envase, se colocaron 5 mL de caldo peptona y 0.1 mL de Na,S,0s, de acuerdo a la
normativa utilizada en Ecuador para el analisis microbioldgico de aguas residuales (Apha Awwa, 2005; Apha Awwa

Wef, 2023).

2.1.2 Preparacion de medios de cultivo selectivos.

Para la siembra de las muestras, se prepararon medios de cultivo diferenciales y selectivos. Algunos fueron
suplementados con antimicrobianos a una concentracion equivalente al cuadruple del valor recomendado por los puntos

de corte establecidos en el documento M100 (2-fold), como se indica a continuacion:

e Agar MacConkey (MCK), utilizado para el cultivo de bacterias Gram negativas y la evaluacion de su capacidad de

fermentar lactosa (Bonnet et al., 2019).

e Agar EMB + Meropenem (16 ug/ml), usado para seleccionar bacterias Enterobacterales con potencial resistencia a
carbapenémicos (Becton, Dickinson and Company, 2009). El meropenem es un antibidtico de amplio espectro de la
familia de los carbapenémicos, cuyo mecanismo de accion es similar al de las cefalosporinas, pero que presenta mayor
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resistencia a las B-lactamasas (Jawetz, et al., 2011); por lo que las bacterias que crecen en este medio de cultivo tienen
carbapenemasas y/o una hiperexpresion de B-lactamasas (Davies et al., 2010; Munita et al., 2016).

e Agar MCK + Cefepime (64 ug/ml), para cultivar bacterias Gram negativas e identificar su capacidad de fermentar
lactosa (Bonnet et al., 2019); ademas, selecciona bacterias resistentes a cefepime, que es un antibidtico de la familia
de las cefalosporinas, es decir, su mecanismo de accion consiste en unirse a PBP (penicillin binding protein), inhibir
la sintesis de la pared celular al interrumpir la transpeptidacion del peptidoglicano y activar enzimas con funcién
autoliticas de la pared celular (Jawetz, et al., 2011). Por lo tanto, las bacterias que crecen en este medio son resistentes
a cefalosporinas, posiblemente por la produccion de BLEE (Jawetz et al., 2011).

e Agar sangre + Colistina (16 ug/ml), para el crecimiento de bacterias mas exigentes que requieren nutrientes especificos
(Becton-Dickinson and Company, 2009). Este medio permite identificar a las bacterias por el tipo de hemolisis
(Alhamadani et al., 2022). Adicionalmente, tiene colistina que pertenece a la familia de las polimixinas que actian
sobre la membrana externa de las bacterias Gram negativas, uniéndose especificamente al grupo fosfato del lipido A,
uno de los componentes principales de estas membranas (Jawetz et al., 2011). Este mecanismo de accion destruye el
transporte activo y la barrera de permeabilidad. Por lo cual, la resistencia a las polimixinas esta relacionada con
modificaciones en la permeabilidad de la membrana principalmente (Jawetz et al., 2011).

Cabe mencionar que durante el proceso de siembra de las muestras, también se realizé la incubacion de cajas Petri que
contenian los medios de cultivo antes mencionados, las cuales no fueron inoculadas; este procedimiento se llevo a cabo
con el fin de establecer controles negativos que confirmen la esterilidad de los medios de cultivos que fueron preparados.

2.2 Etiquetado y manejo de muestras bioldgicas

Tomando en cuenta lo indicado en la normativa ecuatoriana (NTE INEN 2176:2013) para la toma de muestras en aguas,
se planted el siguiente sistema de reconocimiento, etiquetado y codificacion de las muestras para facilitar la
identificacion y trazabilidad en todas las etapas de la experimentacion. El formato del codigo fue el siguiente:

LQ.Px.Mx.Tx.Dx (Actividad o especificacion), AA/MM/DD

Donde:
e [L: Lugar de muestreo; Centro de Quito (CQ) o Norte de Quito (NQ).
e P: Punto especifico de muestreo dentro de la zona (P1, P2).
o M: Numero asignado a la muestra recolectada en ese punto (M1, M2, M3).
e T: Etapa o tratamiento experimental aplicado a la muestra, definido segun el siguiente esquema:

: Recoleccion de las muestras

: Siembra en placa.

: Obtencion de cultivos puros.

: Identificacion bacteriana

: Antibiograma.

: Pruebas complementarias

: Extraccion de ADN

: Preparacion de bibliotecas de ADN.

e Dx: Puede ser D1 6 D2 ya que toda la experimentacion se hace por duplicado técnico.

e Actividad o especificacion: registra actividades derivadas o intermedias o alguna aclaracion que no forman
parte de las fases principales enumeradas. Para esto, se utilizaron palabras claves de la actividad realizada
(subcultivo, dilucién 1073, etc.).

o Fecha: Fecha en la que se realizé el procedimiento en el formato dia (en dos digitos), mes (en dos digitos) y afio
(dos ultimos digitos del afio).

|
LRI A WN -

Con respecto a la especificacion:

e En laetapa 1, que corresponde a la recoleccion de la muestra, en especificacion, se coloco las siglas del nombre
completo de la persona encargada del muestreo y la hora en que se realizo.

e En la etapa 2, se colocd el factor de dilucién a la que corresponde la siembra. Se nombré colonias obtenidas
después de la incubacion con letras.

e En la etapa 3, se especifico cudl es la colonia madre identificada por la letra asignada.

e En las etapas 4, 5y 6, se coloco la letra del cultivo puro al que pertenece.
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A continuacion, se presentan ejemplos del sistema de codificacion:

CQ.P1.M2.T2.1 (10-%), 24-12-01: Segunda muestra recolectada en el punto 1 del Centro de Quito, correspondiente a la
siembra en placa, a partir de una disolucién de 1073; registrada el 1 de diciembre de 2024.

CQ.P1.M1.T3.D2 (A), 25-01-29: Primera muestra recolectada en el punto 1 del Centro de Quito, correspondiente a la
obtencion de cultivos puros, duplicado 2, a partir de la colonia A, realizada el 29 de enero de 2025.

CQ.P1.M1.T5.D2 (A), 25-02-28: CQ.P1.M1.T5.2 (CP4), 25-02-24: Primera muestra recolectada en el punto 1 del
Centro de Quito, correspondiente a la realizacion del antibiograma, duplicado 2, a partir del cultivo puro A; registrada
el 28 de febrero de 2025.

CQ.P2.M1.T4.1 (A), 25-02-26: Primera muestra recolectada en el punto 2 del Centro de Quito, correspondiente a la
etapa de identificacion bacteriana, a partir del cultivo puro A; realizada el 26 de febrero de 2025.

2.3 Muestreo y siembra en placa

Para realizar el muestreo, se seleccionaron los cuerpos de aguas ornamentales de los parques mas concurridos del centro
y norte del Distrito Metropolitano de Quito, Ecuador, los cuales fueron: parque “El Ejido” y parque “La Carolina”. Las
muestras fueron recolectadas el dia martes 11 de marzo de 2025, entre las 10H00 y 11HO0O0. En cada parque, se tomaron
tres ejemplares mediante un muestreo a criterio (Keith et al., 2017). Se tomaron 120 ml de cada una de las muestras de
agua en el envase de recoleccion, dejando un espacio mayor a 2,5 cm entre la tapa del envase y la mezcla de agua, caldo
peptona y soluciéon de Na>S,03 (Apha Awwa; 2023). La recoleccion se hizo en la zona litoral de los cuerpos de agua,
donde predominan las bacterias aerobias y anaerobias facultativas (Leal, 2012).

Las ubicaciones exactas de los puntos de recoleccion de las muestras de agua fueron registradas mediante la aplicacion
para movil Coordinates-GPS convertidor:
(https://play.google.com/store/apps/details?id=com.myice92.coordinates).

Los puntos geograficos del muestreo se describen en la Figura 1.

NORTE DE QUITO CENTRO DE QUITO

Laguna El Quinde Parque La Carolina Fuente de Agua Parque El Ejido
M1:-0.1871960632525001, -78.48462760448456 M1:-0.2105918255347945, -78.50015625357628
M2:-0.18776032995326025, -78.48412703722715 M2:-0.2105804262234769, -78.50019313395023
M3:-0.1881452248759732, -78.48484184592962 M3:-0.21059517827340907, -78.50018978118896

Figura 1. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo en los parques “La Carolina” - Laguna “El Quinde” y parque “El Ejido”
- fuente de agua [Coordenadas (Lat, Lng)] (Realizado por: Tapia N., 2025 - Imagen satelital de Google).

2.3.1 Seleccion a criterio de puntos de muestreo
El Parque “La Carolina”, ubicado en el norte del Distrito Metropolitano de Quito, es una zona de alta concurrencia

donde se realizan actividades recreativas, comercio formal e informal, y hay la presencia constante de fauna urbana. El
parque cuenta con la laguna “El Quinde”, que esta rodeada por multiples puestos de venta de comida, especialmente los


https://play.google.com/store/apps/details?id=com.myice92.coordinates

Genes de resistencia a los antimicrobianos en cuerpos de agua de parques del norte y centro de Quito, Ecuador. 2025, Tapia, Intriago, Herrera et al. 6 of 29

fines de semana. El muestreo se llevo a cabo el 11 de marzo de 2025, una semana después de las festividades de carnaval,
la cual es una celebracion en la que es comtn que las personas jueguen con agua e incluso ingresen a la laguna, lo cual
representa una fuente adicional de contaminantes y microorganismos para la laguna. Con base en este contexto, se
seleccionaron tres puntos de muestreo dentro de la laguna del parque.

El primer punto de muestreo dentro del parque estuvo ubicado junto a la zona de alquiler de botes (ver Figura 2a). En
este sector, el agua presentaba acumulacion de hojas, residuos solidos y una ligera pelicula oleosa en la superficie,
probablemente relacionada con alimentos, ya que los botes son de pedales y no utilizan motores. Alrededor de unos 10
metros de este punto, se encuentra una construccion tipo casa que funciona como administracion del servicio de botes
y establecimiento de venta de comidas.

El segundo punto de muestreo dentro del parque se localizé aproximadamente a cinco metros de dicha construccion y
es una salida de agua con circulacion limitada, donde se acumulaban hojas, basura organica como alimentos, basura
inorganica e insectos. Esta zona, al estar parcialmente estancada, permite la facil concentracion de residuos y el
crecimiento de microorganismos (ver Figura 2b).

El tercer punto de muestreo dentro del parque correspondié a una tuberia por la que el agua fluye hacia el sistema de
tratamiento y recirculacion de agua de la laguna (ver Figura 2c¢). Este punto marca la etapa final del sistema de limpieza.
Por lo tanto, es un punto critico para evaluar la carga microbiana presente en el agua justo antes del proceso de
saneamiento.

Figura 2. Puntos de muestreo en el parque “La Carolina- Laguna el Quinde” (a) Punto de muestreo nimero 1; (b) Punto de muestreo
numero 2. (¢) Punto de muestreo numero 3.

El segundo parque donde se realizé el muestreo de esta investigacion fue el Parque “El Ejido”, un espacio urbano muy
concurrido ubicado en el Centro del Distrito Metropolitano de Quito, el cual estd cercano a instituciones importantes
como la “Universidad Central del Ecuador” y la “Cruz Roja - Sede Centro”. La zona del parque “El Ejido” esta
caracterizada por una gran actividad comercial. Anteriormente, este parque contaba con una laguna que fue sellada
debido al uso constante por parte de familias, nifios y de personas en situacion de calle como fuente recreacional o
incluso para higiene y consumo (ver Figura 3b). Sin embargo, hay una fuente de agua, en la cual estd bloqueado el
sistema de llenado, para prevenir estas situaciones. Al momento del muestreo, la fuente se encontraba con agua por las
lluvias recientes y adicionalmente, habia sido utilizada durante las festividades de carnaval (ver Figura 3a). Cuando
hay época de lluvias, esta fuente de agua es frecuentada por personas en situacion de vulnerabilidad, incluidos nifios,
adultos y personas mayores. Segtn los testimonios recogidos de personas presentes en ese momento en el sector (entre
ellos, trabajadores, comerciantes y transetintes), es comun que esta fuente de agua sea utilizada para banarse, refrescarse
o incluso como fuente de agua para el consumo humano. Ademads, es un cuerpo de agua al que ingresan usualmente
animales domésticos y urbanos.

Durante el muestreo, se observo una alta carga de contaminacion visible, incluyendo envases de alimentos, restos de
comida, cartones, fundas plasticas, material vegetal y papeles. Esta interaccion constante entre humanos, animales y el
cuerpo de agua sin tratamiento ni control sanitario lo convierte en un sitio estratégico dentro del muestreo.
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(a) (b)
Figura 3. Parque “El Ejido”, al centro del DMQ. (a) Fuente de agua de donde se tomaron las 3 muestras para este estudio; (b) Cuerpo
de agua ornamental sellado.

2.3.2 Siembra, procesamiento de las muestras y recuento celular

Una vez colectadas, las muestras fueron transportadas en una hielera a 4°C, hasta el laboratorio de microbiologia de la
UISEK, en un lapso de 2 horas. Para llevar a cabo el conteo de células viables, se realiz6 el método de plateo, para lo
cual se realizaron diluciones seriadas de las muestras y se sembraron en placa la muestra madre y las diluciones, 10 y
1075; para ello, se inocularon 100 ul por duplicado en los medios mencionados anteriormente (Agar MCK y medios
suplementados con antibioticos). Las muestras y sus diluciones se sembraron en los medios de cultivo mediante la
técnica de siembra por extension utilizando el asa de Drigalsky (Leal, 2012; Koch, 1881). Por ultimo, se incubaron los
medios de cultivo con las muestras a 37°C por 48 horas. A su vez, se almacend la muestra madre en la refrigeradora a
4°C. Después de incubar las muestras, se contaron visualmente las colonias bacterianas formadas en el medio MCK sin
suplementar con antibiotico y se registré el naimero de UFC/ml para cada muestra.

2.4 Obtencion y seleccion de cultivos de cultivos axénicos

Las colonias bacterianas que crecieron en los medios suplementados con antibioticos fueron transferidas a nuevos
medios de cultivo para obtener cultivos puros y fueron incubadas a 37°C por 24 horas. También, para identificarlas, se
les asigno una letra del abecedario. Para confirmar la pureza de estos cultivos, se realizo inspeccion macroscopica, para
verificar que todas las cepas presenten morfologia homogénea. Adicionalmente, se hizo una inspeccion con
microscopia, para lo cual se realizo tincion Gram y se observd la morfologia y agrupacion de los microorganismos
utilizando el microscopio optico (Gram, 1884; Curtis et al., 2008). En caso de existir cultivos mixtos, se volvid a repetir
el procedimiento hasta conseguir cultivos axénicos. Se seleccionaron unicamente las bacterias Gram negativas.

2.5 Identificacion bacteriana por medio de pruebas bioquimicas

A continuacion, se prepararon los medios para realizar las pruebas bioquimicas. Los medios utilizados fueron MR-VP,
SIM, Citrato de Simmons, Urea, Kliger y LIA (Koneman et al., 2017). Se sembraron las cepas por medio de puncion y
se incubaron a 37°C por 24 horas. Se observaron y registraron los resultados y adicionalmente, se realizaron las pruebas
bioquimicas de oxidasa ¢ indol (Koneman et al., 2017; Jawetz et al., 2011). Los resultados obtenidos se analizaron para
determinar el género bacteriano.

2.6 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad (antibiograma y pruebas complementarias) fueron realizadas conforme a los lineamientos
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute 2025 (CLSI, 2025, Ed. 35th), tomando como referencia
el manual M100 para la estandarizacion de la metodologia, seleccion de antibioticos y la interpretacion de resultados.
2.6.1 Antibiograma - Método Kirby Bauer

Antes de llevar a cabo el antibiograma, se realizoé un subcultivo de las cepas aisladas para trabajar con colonias frescas.

Para realizar los antibiogramas, se utiliz6 el método Kirby Bauer reconocido como el método estandar por el CLSI. Se
prepararon placas Petri de 150 mm con agar Mueller-Hinton (MH) y se elaboro6 una solucion salina al 0.9%, la cual fue
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esterilizada. Posteriormente, se prepard una suspension bacteriana a partir de las cepas de los cultivos puros en solucion
salina estéril. Se ajusté la solucién a 0.5 en la escala de McFarland, lo que corresponde a 1.5x108 bacterias/ml (Dalynn
Biologicals, s.f.; CLSI, 2025, Ed. 35th). Se sembro en el agar MH con un hisopo estéril con la técnica de siembra masiva
y se colocaron los discos de antibioticos con una pinza esterilizada, siguiendo las indicaciones de las tablas 1A-1, 1A-
2, 1B-1 y 1B-2 del manual M100 (ver la distribucién de antibidticos en el Anexo 1). Se utilizaron antibiéticos que se
clasifican en el nivel 1 (tier I). Se incubaron las placas Petri a 37°C por 18 horas y se procedié a medir el halo de
inhibicion presente alrededor de cada disco. Los resultados obtenidos se compararon con los puntos de corte establecidos
en el manual M100 en las tablas 2A-1, 2A-2, 2B-1 y 2B-2. (CLSI, 2025, Ed. 35th). Se determind si las cepas eran
sensibles, intermedias o resistentes a cada antimicrobiano. Posteriormente, se seleccionaron las cepas que presentaron
los perfiles de resistencia mas relevantes, siendo el criterio de inclusion la resistencia a carbapenémicos y B-lactamicos.

2.6.2 Pruebas complementarias

Como prueba complementaria, se llevo a cabo la prueba de “Colistin Broth Disk Elution”, descrita en la tabla 3E del
Manual M100 (CLSI, 2025). Para lo cual, se preparé caldo MH, el cual fue dispensado en tubos estériles, con un
volumen de 10 ml por cada tubo. Una vez que el caldo y los discos de Colistin Sulfato 10 ug (CT 10) se encontraban a
temperatura ambiente, se continud con el procedimiento. En condiciones estériles, se distribuyeron uno, dos y cuatro
discos en tres tubos diferentes, mas un tubo control. Se realizo vortex y las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Posteriormente, se suspendieron de tres a cinco colonias puras en solucién salina estéril para la
preparacion del inoculo, el cual debe tener una turbidez de 0.5 MacFarland. Se coloc6 50 uL del inéculo en cada tubo
y se mezcld el contenido de cada tubo utilizando el agitador Vortex. Posteriormente, se sembré el contenido de cada
tubo con un asa estéril en medio de cultivo de sangre para hacer el control de pureza. Se incubaron las placas a 35°C
por 20 horas. Adicionalmente, es importante mencionar que se realizé un blanco con solucion salina (caldo MH y 50
uL de solucidn salina estéril). Todo este proceso se hizo solo para las cepas que fueron seleccionadas en la etapa anterior.

2.7 Extraccion de ADN, cuantificacion mediante fluorometria y evaluacion de su integridad mediante electroforesis en
gel de agarosa.

Se extrajo el ADN gendmico de las cepas bacterianas seleccionadas utilizando el kit comercial GeneJET Genomic DNA
purification kit, siguiendo las instrucciones de su protocolo para bacterias Gram negativas (Thermo Fisher Scientific,
2024). La concentracion de ADN de las muestras fue determinada utilizando el fluorometro Qubit-4. Se realiz6 una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% empleando SYBR Safe y un ladder de ADN de 1 Kb; la corrida de electroforesis
fue llevada a cabo durante 45 minutos a 100 V, lo cual permiti6 verificar la integridad del ADN extraido (Corrales-
Martinez et al., 2024).

2.8 Secuenciacion del genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS)

Las muestras de ADN fueron enviadas a la empresa BioSequence para su secuenciacion; esta empresa sometio a las
muestras a un proceso de tagmentacion, seguido por la amplificacion del ADN mediante PCR para generar librerias
genomicas con el kit [llumina DNA Prep (Illumina, 2021). Las librerias generadas fueron evaluadas mediante un gel de
electroforesis para verificar su calidad y fueron cuantificadas utilizando fluorometria. Al cumplir con los parametros de
calidad y cantidad fueron secuenciadas con la tecnologia de Illumina mediante el principio de secuenciacion por sintesis,
con el sistema MiSeq (paired-end) de 2x150 pb (Illumina, 2024).

2.9 Andlisis bioinformdticos

Los archivos de la secuenciacion fueron analizados mediante la plataforma Galaxy. En primer lugar, los archivos fueron
sometidos a un analisis de calidad con la herramienta FASTQC; posteriormente, se eliminaron las lecturas de baja
calidad, utilizando la herramienta Trimmomatic con un umbral de calidad promedio de PHRED = 30
(Bolger et al., 2022). A continuacion, se realizé un ensamblaje de novo con la herramienta SPAdes, empleando los
valores de k-mer 21, 33 y 55 (Prjibelski et al., 2020) y se utilizO Quast para visualizar la calidad del ensamblaje.
Adicionalmente, se utilizd ABRicate tool para la biisqueda de genes de resistencia, factores de virulencia y plasmidos,
en donde se utilizaron las bases de datos Resfinder, CARD, VFDB y Plasmidfinder, respectivamente (Seeman, 2021).
En todas se estableci6é un umbral de identidad minima de 80% (Seeman, 2021). Después, se utilizo Prokka para realizar
una anotacion genomica. Para la identificacion taxonomica de la bacteria, se aplico la herramienta MLST (Multilocus
Sequence Typing); sin embargo, no se obtuvo un resultado concluyente. Por esta razon, se procedi6 a realizar un analisis
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de similitud mediante BLAST utilizando un fragmento representativo de la secuencia genémica ensamblada, con el fin
de determinar la especie bacteriana mas cercana. Los resultados de la cepa X fueron confirmados con la herramienta
fastANI (Average Nucleotide Identity) con los genomas de referencia para validar la asignacion taxondmica, los cuales
son CP018786.1, CP045734.1(C. indologenes) y GCF_003729985.1 (C. cucumeris).

2.9.1 Clasificacion de genes

Los genes identificados fueron agrupados funcionalmente en siete categorias principales, con base en su anotacion y
funcién bioldgica conocida o predicha. Las categorias fueron las siguientes:

- Genes de resistencia a los antimicrobianos: aquellos que codifican bombas de eflujo, enzimas inactivadoras
(como B-lactamasas), proteinas que modifican la diana antibidtica o confieren resistencia por otras vias.

- Factores de virulencia: comprenden genes asociados con mecanismos de patogenicidad como toxinas,
adhesinas, sistemas de secrecion especializados (Tipo III, VI), y proteinas que permiten la invasion o evasion
del sistema inmune.

- Genes estructurales o de mantenimiento celular (housekeeping genes): aquellos genes esenciales para la vida,
incluyendo componentes del ribosoma (rRNA, proteinas ribosomales), enzimas de replicacion (polimerasas,
helicasas), tRNA y proteinas involucradas en el metabolismo.

- Genes reguladores: son aquellos que modulan la expresion de otros genes a nivel transcripcional o post-
transcripcional. Incluyen factores sigma, represores, activadores, sensores de dos componentes y reguladores
globales.

- Genes relacionados con elementos méviles: incluyen transposasas, integrasas, integrones, y otros elementos
implicados en la movilidad horizontal de genes.

- Genes de metabolismo secundario: agrupan clisteres biosintéticos responsables de la producciéon de
compuestos no esenciales para el crecimiento, como antibiéticos, siderdforos, pigmentos o biosurfactantes.

- Genes hipotéticos: corresponden a anotaciones sin funcidon conocida o que no permiten asignacion funcional.

2.9.1.1 Subclasificacion de genes de resistencia

Los genes de resistencia antimicrobiana identificados fueron clasificados en funcion de su mecanismo de accion en los
siguientes grupos funcionales: eflujo activo, inactivacion enzimatica, modificacion de membrana/LPS, resistencia a
metales pesados y resistencia especifica a determinados antibidticos. Adicionalmente, se identificaron genes
reguladores, los cuales fueron categorizados por separado como genes de regulacion, dado que no confieren resistencia
directa, pero modulan la expresion de genes de resistencia. Esta clasificacion se realizdo mediante anotacion funcional
con base en literatura cientifica.

3. Resultados

3.1 Analisis microbioldgico.

3.1.1 Recuento de coliformes totales.

De las tres diluciones preparadas por cada muestra (muestra madre, dilucion 1073 y dilucion 107°), los resultados
obtenidos mostraron crecimiento bacteriano unicamente en la muestra madre en todos los puntos muestreados, mientras
que las diluciones 1072 y 107° no presentaron crecimiento microbiano visible.

El recuento de coliformes, para la fuente de agua del parque “El Ejido” del centro de Quito dio como resultado 10-460
UFC/ml, mientras que para la laguna “El Quinde” en el parque “La Carolina”, los resultados van desde 10-30 UFC/ml.
Los datos obtenidos de manera individual por parque y punto de muestreo se pueden ver en la Tabla 1.
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Tabla 1. Recuento de coliformes totales de los parques “La Carolina” y “El Ejido” del norte y centro del DMQ.

Ubicacion Punto de muestreo Dﬁ;ﬁ;ﬁ%ﬁ;’l Dl:;;ucf:ltg )
Norte de Quito Ml 10 UFC/ml 10 UFC/ml
Parque “La M2 30 UFC/ml 30 UFC/ml
Carolina” M3 30 UFC/ml 30 UFC/ml
Centro de Quito M1 490 UFC/ml 430 UFC/ml
Parque “El M2 40 UFC/ml 40 UFC/ml
Ejido” M3 10 UFC/ml 10 UFC/ml

3.1.2 Recuento y observaciones morfologicas de las colonias obtenidas.

En cuanto a los medios de cultivo suplementados con antibidticos, se observo crecimiento bacteriano en los medios
Sangre + Colistina en las muestras provenientes de los dos parques objeto de este estudio. Por otro lado, en los medios
EMB + Meropenem, hubo crecimiento bacteriano tinicamente en las muestras del parque “La Carolina”. Por ultimo, en
los medios MacConkey + Cefepime, no hubo crecimiento en ninguna de las muestras analizadas. En la Tabla 2, se
presentan los resultados del analisis microbioldgico de las cepas aisladas en los medios suplementados con antibioticos,
detallando el nimero de colonias observadas, su morfologia a nivel macro y el resultado de la tincion Gram.

Tabla 2. Identificacion macro y microscopica de bacterias aisladas de medios de cultivos suplementados con antibioticos.
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Origen/
Nif::tl;ge Codigo Cepa** Morfologia (Macro) (l\l/\[/;::f))/lggrl:m
Colonia blanca, mucosa, bordes .
K . g Bacilo/-
definidos, convexa, hemolisis gamma.
NQ.P1.M1.T3.D1 Colonia blanca, mucosa, bordes .
L . e Bacilo/-
definidos, convexa, hemolisis gamma.
NA* Coco/+
Colonia blanca, centro ligeramente
Parque “La NQ.P1.M2.T3.D1 J mas opaco, mucosa, con borde Bacilo/-
Carolina”/ definido, convexa, hemolisis beta.
Sangre + F NA* Coco/+
Colistina
NQ.P1.M2.T3.D2 G Colonia blanca, bordes definidos, Bacilo/-
convexa, hemolisis gamma.
H NA* Bacilo/+
Colonia blanca, ligeramente
NQ.P1.M3.T3.D1 1 anaranjada, bordes definidos, Bacilo/-
convexa, hemolisis gamma.
Colonia blanca, ligeramente
CQ.P2MIT3DI C anaranjada, bor’d.es. definidos, Bacilo/-
Parque “El convexa, hemolisis gamma.

Ejido™/ D NA* Coco/+
Sangre + CQ.P2. MI.T3. D2 E NA* Bacilo/+
Colistina CQ.P2. M3. T3.DI Y NA* Bacilo/+

A NA* Bacilo/+
CQ.P2. M3.T3. D2 B NAF Bacilo/ T
}?;;](S?na];? Colonia blanca, ligeramente
EMB + NQ.P1.M3.D2 X anaranjada, bordes definidos, mucosa, Coco-bacilo/-
convexa.
Meropenem

* Se registran con NA las colonias Gram positivas en la descripcion morfologica-macro, ya que no son relevantes para esta
investigacion.

**Letra del abecedario que se le asigna a la cepa para identificarla.
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3.1.3 Seleccion, aislamiento e identificacion bacteriana.

Después de excluir los aislamientos de bacterias Gram positivas que se encontraron Unicamente en el medio Sangre +
Colistina, se seleccionaron un total de 7 cepas bacterianas. A estas cepas, se les realizaron pruebas bioquimicas para
identificarlas de forma presuntiva. Los resultados de estas pruebas se detallan en el Anexo 2. Por otro lado, los resultados

de la identificacion bioquimica se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Presunta identificacion bacteriana a través de pruebas bioquimicas y observacion macro y microscopica.

Identidad de Codigo Aislado con resistencia a Presunto genero
la cepa bacteriano
C CQ. P2. M1. T4.D1 Colistina Serratia
| NQ. P1.M3. T4. D1 Colistina Serratia
G NQ. P1. M3. T4. D2 Colistina Enterobacter
L NQ. P1.M1. T4. D1 Colistina Enterobacter
J NQ. P1. M2. T4. D1 Colistina Pseudomonas
.. Enterobacter o
K NQ. P1. M1. T4. D1 Colistina Citrobacter
X NQ. P1. M3. T4. D2 Meropenem Acinetobacter

Es importante mencionar que para obtener los cultivos puros de la cepa X (NQ.P1.M3.T3.D2), no se utilizaron medios
McConkey ya que en ese medio no se presentd crecimiento bacteriano a pesar de ser una bacteria Gram negativa, por

lo que el aislamiento y los subcultivos de esta cepa se realizaron en agar EMB, Cled y Sangre.

3.1.4. Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.

Los resultados de los antibiogramas evidenciaron que todas las cepas bacterianas analizadas fueron resistentes a
ampicilina (AM). La mayoria de ellas mostro resistencia frente a este antibidtico y a colistina (CT). Sin embargo, la
cepa identificada como X presentd multirresistencia a los antibidticos AM, amoxicilina+acido clavulanico (AMC),
cefazolina (KZ), ampicilina+sulbactam (SAM), cefotaxima (CTX) y meropenem (MEM). Por otro lado, la cepa
denominada J fue resistente al MEM. La interpretacion de la sensibilidad a los antimicrobianos analizada en el
antibiograma se representa en la Figura 4. Es importante destacar que la cepa X mostré una marcada sensibilidad frente
a ciprofloxacino, levofloxacino y trimetoprima/sulfametoxazol (SXT). Con respecto a las pruebas complementarias de
colistina, la cepa J mostro resistencia a la colistina, de igual forma que la cepa X, al crecer en el medio con 4 ug/ml de

colistina.

A

CQ.P2.M1.D1
NQ.P1.M3.D1
NQ.P1.M3.D2
NQ.P1.M1.DI
NQ.P1.M1.D1
NQ.PQ.M3.D2

Resistencia
. Sensibilidad

Figura 4. Perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana de las cepas analizadas.
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3.2 Extraccion, cuantificacion y electroforesis en gel de agarosa del ADN obtenido a partir de las cepas bacterianas
de interés.

Se extrajo ADN genomico de las cepas identificadas como J y X y se cuantifico por fluorometria con el uso del equipo
Qubit-4. Los resultados obtenidos de la cuantificacion fueron 19 ng/pL para la muestra de ADN de la cepa identificada
como J y 57 ng/uL para la muestra de ADN de la cepa X. Posteriormente, se evaluo la integridad del ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura 5). En ambas muestras, se observé una banda de ADN nitida y definida,
sin presencia de barrido (smear), 1o cual indica la integridad del ADN.

Ladder
1kb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa del ADN extraido de las cepas X y J.

3.3 Secuenciacion genomica.

De acuerdo al informe de Biosequence, las muestras de ADN de las cepas X y J presentaron concentraciones de ADN
gendémico de 59 ng/uL y 28 ng/uL, respectivamente, ambas con integridad superior a 1500 pb, como se ve de igual
forma en la Figura 5. A partir de estas, se generaron librerias con concentraciones de 13 ng/uL (X) y 12 ng/uL (J), con
un tamafio promedio de inserto aproximado de 600 pb.

El proceso de secuenciacion realizado mediante la plataforma Illumina MiSeq (2 x 150 pb) fue exitoso. La muestra de
ADN de la cepa X alcanzé un valor de Q30 del 93.3% y un total de 425167 lecturas, mientras que la muestra de ADN
de la cepa J obtuvo un valor de Q30 del 90.2% y 445449 lecturas, lo que indica una alta calidad en los datos obtenidos
(ver Anexo 3).

3.4 Analisis bioinformdtico
3.4.1 Analisis basico de datos e identificacion de especie bacteriana.

El analisis de calidad inicial utilizando FASTQC, mostré que no se identificaron secuencias de baja calidad en las
muestras analizadas, con un porcentaje de GC de 36% para la cepa bacteriana X y 63% para la cepa bacteriana J.
Posteriormente, mediante Trimmomatic, se eliminaron las lecturas potencialmente problematicas y adaptadores,
asegurando datos depurados para el ensamblaje gendmico.

El ensamblaje de novo realizado con SPAdes gener6 un conjunto de secuencias que posteriormente fueron evaluadas
mediante QUAST, mostrando la calidad del ensamblaje dando como resultado 108 contigs y un N50 de 132935 para X
y 627 contigs y un N50 1338 para J. La herramienta ABRicate, utilizando las bases de datos ResFinder, CARD, VFDB
y PlasmidFinder, permitio identificar genes de resistencia antimicrobiana en X, los cuales son: el gen blaCGB-1 con
82,82% de identidad y 100% de cobertura con el Accession number EF672680 (Resfinder), blaCGA-1, con 85,91% de
identidad y 100% de cobertura; AF339733.1:436-1315 (CARD), y para J, no se reportd ningin gen con Resfinder ni
CARD. Con respecto a PlasmidFinder no se encontraron plasmidos y en cuanto a factores de virulencia (VFDB), la
bacteria J reporto los genes fliG (NP_249793, id: 86,69%; cov: 95.07%) y hsiB1/vipA (NP_248773, id:87,32%; cov:
90.02%).
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En cuanto a la identificacion taxonomica, se aplico MLST sin resultados concluyentes, por lo que se realizé un analisis
de similitud BLAST utilizando un fragmento significativo del genoma ensamblado, logrando asi determinar la especie
mas cercana con base en la similitud de secuencias. Para la cepa X, los alineamientos mas relevantes corresponden al
género Chryseobacterium. El mejor resultado se obtuvo con Chryseobacterium indologenes StR 03, con un 99.01% de
identidad, 100% de cobertura y un valor E de 0.0, asociado al nimero de acceso CP045734.1. También, se identificaron
coincidencias significativas con Chryseobacterium sp. WX (98.44% de identidad, 93% de cobertura; CP120710.1) y
Chryseobacterium sp. PCH239 (97.84% de identidad, 93% de cobertura; CP073027.1), lo cual respalda la asignacion

de esta cepa a la especie Chryseobacterium indologenes.

Por otro lado, la cepa J presento6 alineamientos 6ptimos con distintas cepas de Pseudomonas protegens, todas con 100%
de identidad, 100% de cobertura y valores E de 0.0. Las cepas de referencia mas cercanas fueron P. protegens PGNLI
(CP054874.1), P. protegens PGNR2 (CP054873.1) y P. protegens CHAO (1LS999205.1). Estos resultados permiten

identificar con alta confianza a la cepa J como Pseudomonas protegens.

La identidad de la cepa X fue confirmada mediante la herramienta fastANI. Se obtuvo un valor de ANI del 91.94%
(CP018786.1), 99.08% (CP045734.1) con C. indologenes y del 98.69% (GCF_003729985.1) con C. cucumeris, lo que

indica que la cepa analizada corresponde a CP045734.1.

3.4.1.1 Comparacion de la identificacion por pruebas bioquimicas y moleculares

Como se mencion6 anteriormente, la secuenciacion reveld que las dos cepas bacterianas seleccionadas correspondieron
al género bacteriano Chryseobacterium y a la especie bacteriana Pseudomonas protegens. Uno de estos resultados
contrasta con las inferencias iniciales basadas en las pruebas bioquimicas que sugerian la presencia de Acinetobactery,
de forma acertada, Pseudomonas. En la Tabla 4, se comparan los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas con
las caracteristicas reportadas en la literatura para los géneros Acinetobacter y Chryseobacterium indologenes y

Chryseobacterium sp.

Tabla 4. Concordancia entre los resultados esperados y los resultados obtenidos en pruebas bioquimicas.

= <
g0 = k)
- 3 Z s = g
= = s & & = 3 >
E : EE::E:8og 3
O = © b O = £ = O &
Resultados obtenidos - Cocobacilo** V* - + - + - + NA
(Koneman et al,
Acinetobacter baumanni - Cocobacilo -+ + - - - - 2017
Chrysobacterium indologenes
Chrysobacterium sp. - Bacilo + - + - + V¢ + (Sakurada, 2008)

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas, se compararon las caracteristicas de la cepa con las
descritas para Acinetobacter baumannii y C- indologenes- C. cucumeris. La cepa presentd una coincidencia del 75%
con Chryseobacterium (6 de 8 pruebas) y del 62.5% con A. baumannii (5 de 8 pruebas). Adicionalmente, se puede
observar en la Figura 6b los resultados de la observaciéon microscopica que dieron lugar a pensar que se trataba de

Acinetobacter.
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() (b)

Figura 6. Cultivo y tincion de Chryseobacterium aislado de muestra ambiental. (a) Crecimiento de la cepa de interés en agar
chocolate, con colonias bien definidas. (b) Tincion de Gram de la muestra, donde se observan estructuras compatibles con cocobacilos

Gram negativos.

3.4.2 Andalisis de genes

En la Tabla 5, se presenta la clasificacion funcional de los genes identificados en las cepas bacterianas
Chryseobacterium indologenes- C. cucumeris y Pseudomonas protegens, basada en su anotacion genémica. En la cepa
Chryseobacterium indologenes, se identificaron 4511 genes en total, de los cuales la mayoria correspondieron a genes
hipotéticos o proteinas con funcion desconocida (55,89%), seguidos por genes estructurales y de mantenimiento
(25,83%) y genes de metabolismo secundario (9,22%). Asimismo, se detectaron 136 genes relacionados con resistencia
a los antimicrobianos (3,01%), 9 factores de virulencia (0,20%) y 2 genes relacionados con elementos méviles (0,04%).
Por otro lado, en la cepa Pseudomonas protegens, se identificaron 862 genes en total, predominando también los genes
hipotéticos (59,74%), seguidos por los estructurales (17,98%) y los relacionados con el metabolismo secundario
(9,28%). Esta cepa presentd un menor numero de genes de resistencia antimicrobiana (2,09%) en comparacion con la
otra bacteria, pero un nimero ligeramente mayor de factores de virulencia (2,09%) y genes méviles (0,46%). Los genes
de regulacion representaron el 5,81% y el 8,35% del total en Chryseobacterium indologenes y Pseudomonas protegens,

respectivamente.
Tabla 5. Caracterizacion de genes encontrados en el genoma de forma manual en Prokka.
Clasificacién Chr?)seobactert Pseudomonas
um indologenes protegens
Genes
estructurales y 1166 (25,85%) 155 (17,98%)
mantenimiento
Genes de
resistencia a los 136 (3,01%) 19 (2,20%)
antimicrobianos
Factores de 9 (0,20%) 18 (2,09%)
virulencia
Genes de
metabolismo 416 (9,22%) 80 (9,28%)
secundario
Genes de 262 (5,81%) 72 (8,35%)
regulacion
Genes 1(0,02%) 3 (0,35%)

relacionados con
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elementos
moviles

Genes hipotéticos
o0 proteinas con
funcién
desconocida

2521 (55,89%)

515 (59,74%)

Genes totales

4511 (100%)

862 (100%)

En cuanto a los genes asociados con resistencia a los antimicrobianos, clasificados en los grupos anteriormente
explicados, se evidencid que en ambas cepas predominan los genes de eflujo activo. En Chryseobacterium, se observo
una notable diversidad de componentes de transportadores. Los genes de inactivacion enzimatica también estuvieron
presentes en ambas, con enzimas como f-lactamasas, acetiltransferasas y otras que degradan. Ademas, se identificaron
genes responsables de la modificacion de la membrana externa y del lipopolisacérido, particularmente relevantes para
la resistencia a colistina. Ambos genomas también mostraron genes de resistencia especifica frente a ciertos antibioticos
y la presencia de genes de resistencia a metales pesados. A continuacion, se presentan en las Tablas 6 y 7, algunos de
los genes de resistencia anotados de las bacterias de este estudio. También, hay que mencionar que en el genoma
ensamblado de Pseudomonas protegens (cepa J), se encontrd la presencia del gen OprD, el cual es un receptor que

permite el ingreso de antibidticos carbapenémicos.

Tabla 6. Subclasificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos de Pseudomonas protegens.

Antimicrobiano

Confiere resistencia a

Bombas de eflujo

Multidrug resistance protein MdtA

B-lactamicos. quinolonas. tetraciclinas,
cloranfenicol, macroélidos

Colistin resistance protein EmrA

Polimixinas

Toluene efflux pump membrane transporter TtgB

B-lactamicos. tetraciclinas, cloranfenicol.

fluoroquinolonas, macrolidos, rifampicina.

aminoglucosidos (en menor medida).

Inactivacion enzimatica/ Antibiotico especifico

Chloramphenicol acetyltransferase Cat

Cloranfenicol

Modificacion de la membrana/LPS

4-amino-4-deoxy-L-arabinose-phosphoundecaprenol
flippase subunit ArmnE

Polimixinas (especialmente colistina)

4-amino-4-deoxy-L-arabinose-phosphoundecaprenol
flippase subunit ArnF

Polimixinas (especialmente colistina)

UDP-4-amino-4-deoxy-L-arabinose--oxoglutarate
aminotransferase arnB1

Polimixinas

Resistencia a metales pesadas

Metal cation efflux system protein CzcD

Cobalto, zinc, cadmio
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Tabla 7. Subclasificacion de genes de resistencia de Chryseobacterium.

Antimicrobiano

Antimicrobiano al que confiere resistencia

Antibiéticos especificos

Pentapeptide repeat protein MfpA

Fluoroquinonas

Bleomycin resistance protein ble-1
Antiseptic resistance protein qacA
Fatty acid resistance protein FarB

Bleomicina, Zeocina, Fleomicina
Clorhexidina, Triclosan, Biguanidas, Fenoles
B-lactéamicos, aminoglucoésidos, macrolidos,
fluoroquinolonas

Colistin resistance protein EmrA

Polimixinas

Eflujo activo

Outer membrane efflux protein BepC

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos, rifampicina, sulfamidas (en menor medida).

Toluene efflux pump periplasmic linker protein

TteA

B-lactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas,
macroélidos, rifampicina, aminoglucésidos (en menor
medida).

Efflux pump membrane transporter BepE

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos, rifampicina (en menor medida),
aminoglucosidos (en menor medida).

Outer membrane protein OprM

Multidrug efflux pump subunit AcrA

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos, rifampicina (en menor medida),
aminoglucosidos (en menor medida).

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos, rifampicina, aminoglucésidos (en menor
medida).

Multidrug resistance protein MdtA

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos

Multidrug resistance protein NorM

Quinolonas, tetraciclinas, aminoglucésidos (en menor
medida), cloranfenicol (en menor medida).

Efflux pump periplasmic linker BepF

B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos

Macrolide export ATP-binding/permease protein
MacB

Macrolidos

Multidrug resistance protein Stp

Tetraciclinas, macrolidos, cloranfenicol, quinolonas

Multidrug export protein MepA
Multidrug resistance protein MdtC

tetraciclinas, macrolidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol
tetraciclinas, macrolidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol

Multidrug export protein AcrE

Multidrug resistance protein D MdtD

tetraciclinas, macrolidos, fluoroquinolonas, fB-lactamicos,
cloranfenicol
tetraciclinas, macrolidos, fluoroquinolonas

Inactivacion enzimatica

Metallo-beta-lactamase type 2 blaB1

B-lactamicos

Streptothricin acetyltransferase A Estreptotricidos
Extended-spectrum beta-lactamase blaPER-1 B-lactamicos
O-acety ltransferase OatA Lisozima
Beta-lactamase AmpC B-lactamicos
Bacitracin transport ATP-binding protein BerA Bacitracinas

Resistencia a metales pesados

Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcC
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcB
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA
Nickel and cobalt resistance protein CnrB
Modificacion de membrana/ LPS

cobalto, zinc, cadmio
cobalto, zinc, cadmio
cobalto, zinc, cadmio
nickel , cobalto

Undecaprenyl-phosphate 4-deoxy-4-formamido-  Polimixinas
L-arabinose transferase arnC1/4
Undecapreny I-diphosphatase uppP Bacitracina

Algunos de los genes de virulencia de J y X anotados con Prokka, se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Factores de virulencia presentes en Pseudomonas protegens y Chryseobacterium indologenes.

Bacteria

Factor de
virulencia

Descripcion funcional

Referencia

Cepa X- Chryseobacterium
indologenes

Virulence sensor
protein BvgS

Proteina reguladora que controla
la expresion de multiples genes de
virulencia en respuesta a sefiales
ambientales. Permite la
adaptacion de la bacteria al
entomo del hospedero.

Ota et al., 2025

Hemophore HasA

Outer membrane

Proteina secretada que captura
hemo del ambiente para facilitar
la adquisicion de hierro, un
elemento esencial limitado dentro
del hospedero.

Proteina de membrana extema

Izadi-Pruneyre et al.,
2006

Confer et al., 2013:;

secretion system
protein HxcR

proteinas virulentas hacia el
exterior de la célula, incluyendo
toxinas y enzimas degradativas.

2 protein A (OmpA) involucrada en adhesion, Barati et al, 2024
Eo formacién de biopeliculas,
§ evasion del sistema inmune y
X resistencia al ataque del
s complemento.
§ Putative Proteina que permite la captacién ~ Seale et al., 2006
= hemoglobin and de hierro directamente desde
3 h emoglobin- complejos de hemoglobinay
& haptoglobin- haptoglobina, mecanismo
- binding protein 2  adaptativo en infecciones.
§. BrkA Autotransportador tipo V Fernandez et al.,
Q autotransporter asociado a la evasion del sistema 1994
inmune, especificamente a la
resistencia al sistema del
complemento humano.
Putative type II Relacionado con la exportacion de Ball et al., 2002

Ferric-
pseudobactin
BN7/BN8 receptor

Receptor de sideréforos implicado
en la captacion de hierro férrico
mediante pseudobactinas, lo que
contribuye a la supervivencia en
ambientes pobres en hierro.

Neff et al., 2024;
Miethke et al., 2007

Metal- Receptor implicado en la Miethke et al, 2007
pseudopaline captacion de zinc en ambientes
receptor CntO limitantes, como los tejidos del

hospedero. Contribuye a la
adquisicion de nutrientes
esenciales en condiciones de
presioén inmune.

Ferric aerobactin
receptor

Receptor de sideréforos
aerobactina, importante para
captar hierro férrico en el entorno
del hospedero. Clasico factor de
virulencia en bacterias entéricas.

Neff et al., 2024;
Miethke et al., 2007

Por tltimo, los genes relacionados con elementos moviles se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Genes relacionados con elementos moviles en las cepas del presente estudio.

Cepa X- C. indologenes
IS1595 family transposase ISSpgll

Cepa J- P. protegens

IS3 family transposase ISPsy29
Tn3 family transposase TnXax1
IS66 family transposase ISPsy43

Todos estos genes relacionados a elementos moviles son transposasas relacionadas con la recombinacién génica
(Partridge et al., 2018).
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4. Discusion

En este estudio, el analisis de identidad genémica mediante fastANI reveld que la cepa aislada identificada como X
comparte un 98.69% de identidad promedio de nucledtidos con la cepa de referencia C. cucumeris (GCF_003729985.1),
superando el umbral del 95% y confirmando que corresponde a esta especie (Jain et al., 2018). Sin embargo, C.
cucumeris fue descrita recientemente como especie independiente en 2017, a partir de un aislamiento vegetal, y hasta
la fecha existe escasa informacion sobre su papel en contextos clinicos o ambientales con implicaciones sanitarias
(Jeong et al., 2017; Kim et al., 2020). Aunque no se han reportado infecciones humanas directamente causadas por esta
especie, su estrecha relacion filogenética con C. indologenes, un patdgeno oportunista bien documentado, asi como la
presencia de genes de resistencia antimicrobiana y posibles factores de virulencia en algunos genomas de C. cucumeris,
sugieren que podrian tener relevancia clinica bajo determinadas condiciones, especialmente en entornos hospitalarios o
en pacientes inmunocomprometidos. Ademas, en varias investigaciones ambientales y clinicas, se reporta inicamente
la presencia de Chryseobacterium sp., sin precisar la especie, lo cual podria deberse a limitaciones metodolégicas o a
la relativamente reciente separacion entre especies cercanas (Yadav et al., 2021). Es importante mencionar que también
se obtuvo un ANI del 99,08% con la cepa CP045734.1, la cual se encuentra registrada como C. indologenes en el titulo
de entrada de GenBank, pero estd anotada como C. cucumeris en el campo taxondémico, lo que refleja una inconsistencia
en la clasificacion de esta cepa. Esto resulta ser ambiguo en la taxonomia, lo que refuerza la proximidad genética entre
estas cepas.

Por ello, conrespecto a C. cucumeris, se requieren mas estudios que permitan establecer con mayor claridad su potencial
patogénico, distribucién ambiental y comportamiento en diferentes nichos ecologicos. En esta investigacion, si bien se
identifico una identidad ANI de 98,96% con C. cucumeris, también se observd un ANI del 91, 9% con C. indologenes.
Debido a la escasez de investigaciones sobre C. cucumeris en ambientes no vegetales y la limitada caracterizacion
clinica disponible, se decidi6 interpretar y discutir con hallazgos en referencia a C. indologenes, dado que esta ultima
cuenta con un mayor respaldo bibliografico en el contexto de la salud publica y resistencia antimicrobiana.

C. indologenes es una bacteria ambiental cominmente hallada en suelos, aguas dulces, aguas residuales y sistemas de
distribucion de agua, por lo que tiene gran tolerancia a los procesos de cloracion (Sakurada, 2008; Chang et al., 2023).
En ambientes clinicos, se encuentra en superficies himedas, en equipos e insumos médicos, como respiradores,
humidificadores, tubos, mangueras, entre otros (Sakurada, 2008; Chang et al., 2023). Se ha aislado esta bacteria
generalmente en infecciones de pacientes oncoldgicos, geriatricos, neonatos y personas inmunocomprometidas
(Sakurada, 2008; Guiu et al, 2014; Mukerji et al., 2016; Izaguirre-Anariba et al., 2020).

Entre 1992-1994, esta bacteria fue reportada por primera vez como causante de bacteriemia en 12 pacientes (Hsueh et
al., 1996). Desde la década de los 2000, ha sido reconocida como un patdégeno oportunista, causante especialmente de
infecciones como bacteriemias, neumonias asociadas a ventilacion mecénica, ITU y meningitis, alcanzando tasas de
mortalidad de hasta el 50% en pacientes con comorbilidades (Chang et al., 2023; Chaudhary et al., 2023). Una
preocupacion importante asociada a esta bacteria es su resistencia intrinseca a multiples antibidticos, como
carbapenémicos, cefalosporinas de tercera generacion y polimixinas (Bercholc-Urinowsky et al., 2018; Zhang et al,
2021).

La resistencia a estos antibioticos se debe a la presencia de genes que codifican para 3-lactamasas de clase A y metalo-
B-lactamasas principalmente, aunque también cuentan con bombas de eflujo y otras enzimas modificadoras de
antibidticos (Zhang et al., 2021). Sin embargo, aunque muestra resistencia a estos antimicrobianos, cominmente ha
presentado sensibilidad a CIP y LEV, como lo encontrado en las pruebas de sensibilidad de esta investigacion (Bercholc-
Urinowsky et al., 2018; Sakurada, 2008). Estos antibidticos representan opciones terapéuticas viables para el
tratamiento de infecciones.

A pesar de que no se han reportado casos clinicos de infecciones causadas por Chryseobacterium indologenes en
Ecuador, se identificd una tesis de grado que report6 su presencia en aguas termales del balneario “El Pisque”, ubicado
en Cayambe, provincia de Pichincha (Tabango-Catucuamba, 2023). Este hallazgo sugiere que la bacteria puede estar
presente en ambientes naturales del pais, aunque no haya sido reconocida como agente etioldgico en el contexto clinico
nacional.

Ademas, C. indologenes ha sido reconocida a nivel regional como una especie de dificil identificacion y caracterizacion
en cuanto a sus mecanismos de resistencia (Gaggetti et al., 2020). En el marco del Programa Latinoamericano de
Aseguramiento de la Calidad en Bacteriologia y Resistencia a los Antimicrobianos (LA-EQAS), coordinado por la OPS,
esta especie fue incluida entre las bacterias con baja concordancia en la identificacion por parte de los Laboratorios
Nacionales de Referencia (LNR) entre 2007 y 2018. Este bajo desempefio destaca los desafios técnicos que representa
el diagnostico preciso de esta bacteria en los laboratorios clinicos y ambientales de América Latina (Gaggetti et al.,
2020).
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Por otro lado, Pseudomonas protegens, la otra bacteria que fue encontrada en este estudio, es una especie bacteriana
ampliamente distribuida en ambientes naturales, especialmente en suelos agricolas, plantas, rizosferas y cuerpos de agua
(Ruiz-Roldan et al., 2020; Luczkiewicz et al., 2015). Se caracteriza por su capacidad de producir metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana y antifingica, lo que la convierte en un agente clave en el biocontrol de
fitopatdgenos y en la promocion del crecimiento vegetal (Ramette et al., 2011; Cesa-Luna et al., 2020; Huang et al.,

2022).

A pesar de su reconocida utilidad en la agricultura, estudios recientes han revelado que cepas ambientales de P.
protegens pueden albergar genes asociados a la resistencia antimicrobiana, incluidos mecanismos de bombas de eflujo,
modificacion enzimatica y alteracion de dianas, lo que podria representar un riesgo potencial si se transfiere a contextos
clinicos o si entra en contacto con patdégenos humanos (Popa et al., 2011; Luczkiewicz et al., 2015; Silveiro et al., 2022).
Ademas, su capacidad de persistir en ambientes acuaticos y su alta adaptabilidad ecologica sugiere que podria actuar
como reservorio ambiental de genes de resistencia o participar en procesos de transferencia horizontal de genes de
resistencia, especialmente con bacterias del mismo género (Popa et al., 2011; Von Wintersdorff et al., 2016). Un
hallazgo relevante es el estudio de Ruiz-Roldan et al (2020), en que se aislo P. protegens a partir de heces de animales
de granja junto con otras Pseudomonas spp., lo que sugiere una amplia distribucion ecoldgica, incluyendo ambientes
asociados a la ganaderia, en donde existe una fuerte presion selectiva y transferencia de genes (Ponce et al., 2015;

Medina-Pizzali et al., 2021).

A pesar de que no se considera un patégeno humano, su resistencia de genes, plasticidad metabdlica y presencia en
ambientes asociados a la actividad humana justifican su inclusion en programas de vigilancia ambiental para prevenir
posibles eventos de transferencia horizontal de genes de resistencia (Luczkiewicz et al., 2015). Adicionalmente, P.
protegens presenta una alta tolerancia ambiental, atribuida a su versatilidad metabolica, la produccion de compuestos
antioxidantes y su capacidad para formar comunidades microbianas complejas (Loper et al., 2012). Al igual que otras
especies del mismo género, puede formar biopeliculas, lo que le confiere una ventaja adicional frente a tratamientos
quimicos como la cloracion (Ueda et al., 2015). Por esta razon, fue posible detectarla en el agua del parque “La

Carolina”, pese a que dicho cuerpo de agua recibe tratamiento de cloracion.

Los resultados del antibiograma de Chryseobacterium indologenes mostraron resistencia a B-lactaimicos, como
ampicilina, cefazolina y cefotaxima, mientras que presenta sensibilidad a fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
sulfamidas, tetraciclinas y cefalosporinas de generaciones mas avanzadas, como cefepime y ceftriaxona. Estos
resultados sugieren la presencia de mecanismos especificos de resistencia, especificamente de enzimas BLEE, las cuales
confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas de primera a tercera generacion y monobactamicos, sin afectar a los
carbapenémicos (Paterson et al., 2005). En las pruebas genotipicas, se identifico el gen blaPER-1, clasificado como una
B-lactamasa de espectro extendido, respaldando esta interpretacion (Bradford, 2001). La deteccion de enzimas BLEE
es critica en entornos clinicos debido a su asociacion con brotes hospitalarios y porque comiinmente se participan en

procesos de transferencia horizontal de genes mediante plasmidos (Bradford, 2001).

Adicionalmente, este perfil de resistencia es coherente con los genes identificados. La resistencia a B-lactamicos se
sustenta en la presencia de multiples genes de inactivacion enzimatica, incluyendo B-lactamasas de espectro extendido
(blaPER-1), y metalobeta-lactamasas tipo 2, ambos asociados a resistencia a penicilinas y cefalosporinas de amplio
espectro, y de carbapenémicos por parte de las metalobeta-lactamasas (Bradford, 2001; Ghafourian et al., 2015).
Ademas, la presencia de genes como BepC, BepE, AcrA, MdtA, MdtC, AcrE y OprM, relacionados con bombas de
eflujo de amplio espectro, también puede haber contribuido a la disminucion de la concentracién intracelular de B-

lactamicos (Poole, 2001; Posadas et al., 2007; Li et al., 2009).

La sensibilidad a fluoroquinolonas y tetraciclinas, a pesar de que se identificaron genes como NorM, MdtA, MfpA y
MepA, podria explicarse por una expresion insuficiente de estos genes (Morita et al., 1998; Li et al., 2009). En cuanto
a la colistina, la resistencia observada se explica por la identificacion de genes como EmrA, asociado a sistemas de
eflujo que pueden reducir la acumulacion intracelular de polimixinas, y undecaprenyl-phosphate-4-deoxy-4-formamido-
L-arabinose transferase arnC1-4, una enzima involucrada en la modificacion del lipopolisacarido (LPS) (Li et al., 2009;
Malhotra-Kumar et al., 2009). Esta modificacion reduce la afinidad de la colistina por su blanco en la membrana externa

bacteriana (Malhotra-Kumar et al., 2009).

Por otro lado, los resultados del antibiograma indicaron que la bacteria Pseudomonas protegens (cepa J) aislada en este
estudio presenta resistencia a MEM y CT, mientras que tiene sensibilidad a antibioticos como FEP, CAZ, CIP, LEV,
TE, S y CN. La resistencia a MEM puede explicarse por multiples mecanismos, ya que en la cepa se han identificado
la presencia de bombas de eflujo, como mdtA y ttgB, que estan relacionadas con la expulsion de algunas familias de
antibidticos, incluidos los Beta-lactamicos (Li et al., 2009; Teran et al, 2003). Ademas podria explicarse por una posible
alteracion funcional en la porina OprD, que es una proteina encargada de la entrada de los carbapenémicos, lo cual
confiere una estrategia de resistencia a carbapenémicos como MEM (Quale et al., 2006). La alteracion funcional de
OprD es un mecanismo bastante conocido de resistencia y sobre todo estudiado en el género Pseudomonas. Esta

mutacion reduce de manera significativa la permeabilidad de la membrana externa (Wang et al., 2025).



Genes de resistencia a los antimicrobianos en cuerpos de agua de parques del norte y centro de Quito, Ecuador. 2025, Tapia, Intriago, Herreraetal. 20 of 29

Sin embargo, cabe mencionar que los genes mdtA y ttgB también estan asociados con la expulsion de fluoroquinolonas
y tetraciclinas, las cuales son familias de antibioticos a las cuales la bacteria presentd sensibilidad (Li et al., 2009). Esto
se podria explicar porque no hay suficiente expresion de dichos genes o porque no se expresaron de forma activa bajo
las condiciones del ensayo; por lo tanto, no hay una resistencia efectiva a estos compuestos. Ademas, como las
fluoroquinolonas y tetraciclinas no dependen de OprD para su entrada, la mutacion en esta porina (si es que la tuviera)
no afecta su actividad.

Con respecto a la resistencia a CT, ésta puede explicarse por la presencia de los genes arnE, arnF y UDP-4-amino-4-
deoxy-L-arabinose-oxoglutarate aminotransferase (arnB1) que son parte del operén arnBCADTEF (Olaitan et al.,
2014; Gunn, 2008). Dichos genes participan en la modificacion del lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa
(Olaitan et al., 2014). Estas modificaciones disminuyen la afinidad de CT por su blanco e impiden su accion.

El analisis de los factores de virulencia reveld que ambas bacterias presentan una diversidad funcional que favorece su
adaptacion y posible interaccion con hospedadores. En C. indologenes, se identificaron varios sistemas clave para la
adquisicion de nutrientes esenciales, como el receptor de aerobactina y el receptor CntO, que permiten captar hierro y
zinc en ambientes limitantes (Izadi-Pruneyre et al., 2006; Miethke et al., 2007; Neff et al., 2023). Ademas, se detectaron
proteinas relacionadas con la secrecion de toxinas (HlyB) y la supervivencia intracelular (MgtC), que refuerzan el
potencial patogénico de esta bacteria (Belon et al., 2016; Koronakis et al., 1992).

Por su parte, Pseudomonas protegens mostrd un perfil mas enfocado en mecanismos de adhesion y evasion inmune. Se
destacan proteinas como OmpA y el autotransportador BrkA, asociadas a la interacciéon con células del hospedero y
resistencia al sistema del complemento (Fernandez et al., 1994; Pandey et al., 2020; Barati et al., 2024). Ademas, la
identificacion del gen fliG, relacionado con la motilidad flagelar, sugiere que esta bacteria posee capacidad de
desplazamiento activo, lo cual puede favorecer la colonizacion y la formacion de biopeliculas (Tan et al., 2024).
También, fue relevante la deteccion del gen hsiB1/vipA, parte del sistema de secrecion tipo VI, implicado en la
competencia bacteriana y posible inyeccion de efectores toxicos, lo que le confiere ventajas en ambientes
polimicrobianos (Lossi et al., 2012; Huang et al., 2024). Ademas, se identifico un sistema para la adquisicion de hierro,
como HasA, lo cual indica que esta bacteria también posee herramientas para sobrevivir en entornos con limitacion de
metales (Cornelis, 2010). Estos hallazgos refuerzan la idea de que P. protegens posee un repertorio virulento
funcionalmente diverso y adaptado a condiciones de presion ecoldgica o clinica. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que esta bacteria es incapaz de infectar a los seres humanos (Luczkiewicz et al., 2015).

Con respecto a los genes relacionados con elementos moviles, en ambas bacterias, se identificaron genes que codifican
transposasas, proteinas clave en la movilidad genética, capaces de facilitar la insercion, duplicacion o reordenamiento
de segmentos genéticos. En C. indologenes, se detectd una transposasa de la familia IS1595 (ISSpgll), la cual ha sido
reportada en bacterias ambientales y esta asociada con la movilizacion de genes de resistencia o adaptacion (Siguier et
al., 2009). Por su parte, P. protegens presentd una mayor diversidad de elementos moviles, incluyendo transposasas de
las familias 1S3 (ISPsy29), Tn3 (TnXax1) e 1S66 (ISPsy43), todas ellas reconocidas por su participacion en la
diseminacion horizontal de genes, incluyendo factores de virulencia y resistencia (Partridge et al., 2018). La presencia
de estos elementos sugiere un potencial de recombinacion y plasticidad genética que podria facilitar la adaptacion de
estas bacterias a diferentes nichos ambientales o clinicos (Partridge et al., 2018).

Desde otro enfoque, aunque los analisis genéticos revelaron que Pseudomonas protegens presenta una proporcion
mayor de genes anotados como factores de virulencia (2,09%) en comparacion con Chryseobacterium indologenes
(0,20%), este hallazgo no implica necesariamente una mayor capacidad patogénica, como se ve en su descripcion. En
bacterias ambientales como P. protegens, muchos de estos genes estan relacionados con interacciones ecologicas, como
la inhibicion de fitopatogenos, la competencia por nichos o la colonizacion de raices, y no con la produccion de
enfermedad en los seres humanos (Luczkiewicz et al., 2015). Esto se explica porque la presencia de factores de
virulencia no siempre significa patogenicidad. Mas bien, estos confieren la capacidad de un microorganismo para causar
dafio o interferencia en otros organismos no necesariamente humanos, mientras que la patogenicidad en humanos
implica su habilidad especifica para causar enfermedad en un hospedero humano (Casadevall, 1999). De esta manera,
una bacteria puede expresar factores de virulencia sin representar un riesgo clinico directo.

Un ejemplo clave de esta diferencia es la capacidad de ambas especies bacterianas para formar biopeliculas. P. protegens
utiliza esta capacidad para establecerse en superficies naturales como raices o residuos organicos, protegiéndose de
condiciones adversas y compitiendo con otros microorganismos (Luczkiewicz et al., 2015). En cambio, C. indologenes
forma biopeliculas en ambientes hospitalarios, como en catéteres o redes de distribucion de agua tratada, lo que le
confiere una ventaja para persistir en dichos entornos, resistir la desinfeccion con cloro y contribuir a infecciones
nosocomiales (Sakurada, 2008; Zhang et al, 2021; Chang et al., 2023).

Adicionalmente, C. indologenes posee un repertorio genético con mayor implicancia clinica. Se identificaron 136 genes
de resistencia a los antimicrobianos (3,01%), incluidos genes de B-lactamasas como bla CGA-1 y blaCGB-1
(betalactamasas de espectro extendido), que confieren resistencia a multiples clases de antibidticos, incluyendo
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cefalosporinas, monobactamicos y penicilinas (Holmes et al., 2016). Estas caracteristicas, junto con su capacidad para

formar biopeliculas en ambientes hospitalarios, justifican su clasificacion como un patégeno oportunista.

Otra diferencia fundamental entre ambas especies bacterianas es su tamafio gendomico y complejidad funcional. P.
protegens posee un genoma mas pequefio (862 genes anotados), pero con un mayor porcentaje relativo de genes
reguladores y de virulencia, lo que probablemente refleja su especializacion como bacteria antagonista en el suelo,
adaptada a interacciones ecoldgicas complejas. En contraste, C. indologenes presenta un genoma considerablemente
mayor (4511 genes), en el que predomina la asignacion de funciones generales, estructurales y de mantenimiento celular,

reflejando su versatilidad fisiologica para sobrevivir tanto en ambientes naturales como en entornos clinicos.

Cabe mencionar que, en este estudio, la estrategia de muestreo presentd varias limitaciones importantes. En primer
lugar, se tratd de un muestreo a criterio, no aleatorio, lo que puede introducir sesgos en la seleccion de los sitios
(Arrogante, 2021). En segundo lugar, el nimero de muestras tomadas fue reducido, lo cual limita la posibilidad de hacer
generalizaciones sobre los cuerpos de agua analizados. Es decir, no se abarco una extension representativa de los cuerpos
de agua, en especial en el caso de la laguna "EI Quinde" en el parque “La Carolina”, que tiene un area grande y puede
contener zonas con distintas caracteristicas microbioldgicas. Otro aspecto que se debe considerar es que no se tomaron
muestras en diferentes momentos del dia ni en distintos dias, lo que impide observar posibles variaciones temporales.

Ademas, se muestreo Unicamente en las zonas litorales y de profundidad media, principalmente porque los
microorganismos que se buscaban, como aerobios o anaerobios facultativos de relevancia médica, suelen predominar
en estas areas (Leal, 2012). Por otro lado, debido a las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio, no se incluyeron
microorganismos anaerobios estrictos, ya que el laboratorio no contaba con la infraestructura necesaria para su

aislamiento.

Como se menciond en la seccion resultados, la secuenciacion reveld que las dos cepas bacterianas que fueron analizadas
corresponden a las especies Chryseobacterium indologenes y Pseudomonas protegens, estando equivocada la
identificacion de la cepa identificada como X, que se penso que pertenecia al género Acinetobacter. Esta interpretacion
se dio ya que no se consider6 a C. indologenes como una opcion diagnostica debido a que su morfologia tipica es bacilar,
mientras que la cepa observada se presenté como cocobacilar (ver figura 6b). Ademas, esta bacteria es poco frecuente,
tanto en entornos clinicos como en entornos ambientales, lo que contribuy6 a su exclusion inconsciente del analisis.
Esta situacion pone en evidencia las limitaciones de los métodos bioquimicos tradicionales, particularmente en el caso
de bacterias poco comunes o con fenotipos atipicos (Arbefeville et al., 2024). La identificacion definitiva mediante
secuenciacion genomica confirmé que esta bacteria corresponde a la especie C. indologenes- C. cucumeris, subrayando
la importancia de complementar los analisis fenotipicos con herramientas moleculares para una caracterizacion precisa

(Arbefeville et al., 2024).

5. Conclusiones

Este estudio demostrd que los cuerpos de agua ornamentales que estan presentes en los parques “La Carolina” y “El
Ejido”, ubicados en el norte y centro del Distrito Metropolitano de Quito, Ecuador, contienen bacterias Gram negativas
que presentan multiples mecanismos de resistencia antimicrobiana, incluso frente a antibidticos de ultima linea de
defensa, como la colistina y el meropenem. Se identificaron las especies bacterianas Pseudomonas protegens y
Chryseobacterium indologenes, mediante secuenciacion de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS), lo

cual indica que estos ecosistemas acuaticos urbanos actiian como reservorios de bacterias y genes de resistencia.

Las dos especies bacterianas que fueron identificadas mediante este estudio representan un hallazgo muy importante
desde el punto de vista de vigilancia y de salud publica. Chryseobacterium indologenes es considerada un patdégeno
oportunista, el cual ha sido detectado en infecciones de pacientes inmunocomprometidos. Al mismo tiempo, esta es una
bacteria ambiental del agua y suelo, por lo que tiene una alta capacidad adaptativa. Por otro lado, Pseudomonas
protegens es considerada una especie bacteriana ambiental no patdgena, con funciones benéficas en el control biologico
de plagas agricolas; sin embargo, el hecho de que esta bacteria pertenece al género Pseudomonas, al que pertenecen
bacterias patdgenas importantes como P. aeruginosa, genera preocupacion por su potencial como reservorio y vector
de transferencia horizontal de genes de resistencia antimicrobiana. En ambas especies bacterianas, se identificaron genes
asociados a mecanismos de resistencia como bombas de eflujo (mdtA), inactivacion enzimatica mediante B-lactamasas
y tolerancia a metales pesados (czcA, czcC), lo que indica que estas bacterias estan expuestas a diversos factores
elicitores ambientales y a una probable presion selectiva antropogénica. Estos hallazgos ponen en evidencia la necesidad

de incluir a los cuerpos de agua ornamentales en los sistemas de vigilancia.
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6. Recomendaciones

A pesar de que este estudio aporta informacion importante sobre la presencia de bacterias multirresistentes en cuerpos
de agua ornamentales presentes en parques del Distrito Metropolitano de Quito-Ecuador, su alcance no permite una
representacion completa del estado microbioldgico de la ciudad. Las 6 muestras de agua que fueron analizadas
provienen unicamente de dos parques urbanos y de puntos especificos presentes dentro de ellos. Por lo tanto, se
recomienda ampliar la cobertura geografica y el nimero de muestras en futuras investigaciones, con el fin de establecer
patrones mas representativos sobre la circulacion de bacterias resistentes en la ciudad de Quito. De la misma forma, es
fundamental comprender y analizar los procesos de gestion y tratamiento del agua de los cuerpos de agua ornamentales
urbanos. Se recomienda investigar de manera mas detallada el origen, tratamiento y destino del agua, asi como posibles
puntos de contaminacion directa o indirecta. Adicionalmente, se recomienda incluir en futuros estudios el analisis de
mutaciones en genes que codifican para proteinas consideradas como blancos moleculares de antibidticos, por ejemplo,
porinas, enzimas diana o componentes ribosomales. La presencia de cambios en estas estructuras pueden alterar la
afinidad del antimicrobiano, reducir su entrada o bloquear su accion. Para ello, se podrian utilizar herramientas
bioinformaticas como la identificacion de polimorfismos de un solo nucledtido o SNPs mediante alineamientos
gendmicos, o técnicas de modelado estructural y acoplamiento molecular (docking), que permitan predecir la interaccion
entre la proteina diana y el antibiodtico. Este enfoque complementaria el andlisis genotipico y fenotipico tradicional,
proporcionando una vision mas profunda.
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Anexo 1. Figuras de la distribucion de antibidticos para las pruebas de sensibilidad (antibiograma).

Figura 7. Distribucion de antibidticos para sospecha de Acinetobacter baumannii.

Figura 8. Distribucion de antibioticos para sospecha de Pseudomonas.
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Figura 9. Distribucion de antibidticos para sospecha de Enterobacterales.

Anexo 2

Tabla 10. Resultados de pruebas bioquimicas de bacterias Gram negativas aisladas a partir de muestras de agua.
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Anexo 3

Figura 10. Reporte de secuenciacion NGS - Biosequence.
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REPORTE DE SECUENCIACION NGS N: 25042501

1. INFORMACION DE CLIENTE:

Cliente: ANDRES HERRERA Civdad: QUITO
Institucién: Universidad Internacional SEK Muestras: 04
Teléfono: 0984066301 Recepcién: 25-04-2025
Correo: manuel.herrera@uisek.edu.ec

2. ANALISIS REALIZADO:

El andlisis de la secuenciacién genética incluye:
Secuenciacién de ADN total

3. RESULTADOS:
MUESTRA LIBRERIA SECUENCIACION
MUESTRA 1D NOMBRE Conec. Integridad (pb) | Conc. - Q30 Lect
m
(ng/ul) >1500pb | (ng/uL) | TOMONC | 500 ecluras
25042501-001-WGS X 59 S| 13 ~600 93.3 425167
25042501-002-WGS J 28 S| 12 ~600 90.2 445449
25042501-003-WGS 16 64 S| 14 ~400 88.9 458417
25042501-004-WGS 12 98 S| 13 ~400 94.6 509676
4. INTERPRETACION:
No hay observaciones respecto a los resultados obtenidos
Realizado por: Validadg por:

Pablo Erazo
Ingeniero en Biotecnologia
BIOSEQUENCE S.A.S
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Paola Astudillo
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