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RESUMEN

La cadena alimentaria constituye el vector o0ptimo para la propagacion de bacterias resistentes a
los antibidticos (BRA) en el entorno urbano. Particularmente, la comida callejera se prepara en
condiciones insalubres, que frecuentemente conducen al consumo humano de alimentos
contaminados con BRA. Los sistemas de vigilancia rara vez se enfocan en esta fuente de infeccion,
especialmente en paises de ingresos bajos y medios donde los recursos para el monitoreo de la
resistencia antimicrobiana son escasos. Esta falta de vigilancia deja grandes brechas de
conocimiento e impide la toma de acciones basadas en evidencia cientifica. El objetivo de este
estudio fue caracterizar la resistencia antimicrobiana en bacterias de alimentos callejeros
contaminados del norte de Quito, incluyendo mecanismos de resistencia, identificacion génica y
analisis de clonalidad. Las muestras de parques frecuentados se sometieron a analisis de
laboratorio mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y secuenciacion de nueva
generacion. Los resultados indican la presencia de organismos multirresistentes en muestras
alimentarias, principalmente bacterias oportunistas que funcionan como reservorios de genes de
resistencia. Se identificaron genes de BRA comunes en alimentos, incluyendo catA4, bacA, tet,
aph(3')-1lc, bcr, macB, mdtH, mdfA, mexB, TolC, acrB, emrD, FosA y ogxAB. La produccion de
betalactamasas mediante ampC, ».ACT-12 y metalobetalactamasas L1/L2 fue detectada. Se
encontrd una gran variedad de elementos de movilidad genética que indicaron la capacidad de
estos microorganismos para adquirir y transferir genes de resistencia. El analisis de clonalidad
reveld alta similitud genética entre muestras de diferentes parques y tipos de alimentos. Estos
hallazgos proporcionan evidencia de la presencia y diseminacion de BRA en alimentos vendidos
en espacios publicos de Quito, destacando la amenaza que representan los alimentos como vector
y fuente de infecciones resistentes. Si bien se requiere intervencion urgente, es necesaria
investigacion adicional sobre patrones y fuentes de contaminacion para el desarrollo de politicas

basadas en evidencia cientifica.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana, genes de resistencia antimicrobiana, comida

callejera, bacterias resistentes a antibioticos, resistoma
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ABSTRACT

The food chain is the optimal vector for the spread of antimicrobial resistant bacteria (ARB) in the
urban environment. Particularly, street food is prepared in unsanitary conditions, which often lead
to the human consumption of ARB-contaminated food. Surveillance systems are rarely focused on
this source of infection, especially in low- and middle-income countries where resources for
antimicrobial resistance monitoring are scarce. The lack of surveillance leaves large gaps of
knowledge and impedes science-based action taking. The aim of this study was to characterize
antimicrobial resistance in bacteria from contaminated street foods from northern Quito, including
resistance mechanisms, gene identification, and clonality analysis. Samples from frequented parks
underwent laboratory analysis using antimicrobial susceptibility testing and next generation
sequencing. The results indicate the presence of multi-drug resistant organisms in food samples,
primarily opportunistic bacteria that function as resistance gene reservoirs. Common food ARB
genes were identified, including catA, bacA, tet, aph(3')-1lc, bcr, macB, mdtH, mdfA, mexB, TolC,
acrB, emrD, FosA, and ogxAB. Betalactamase production was detected via ampC, ».ACT-12, and
L1/L2 metallobetalactamases. Abundant genetic mobility elements indicated the microorganisms'
capacity to acquire and transfer resistance genes. Clonality assessment revealed high genetic
similarity from the samples across different parks and types of food. These findings provide
evidence of BRA presence and dissemination in food sold in Quito's public spaces, highlighting
the significant threat food poses as a vector and source of resistant infections. While urgent
intervention is needed, additional research on contamination patterns and sources is required for

science-based policy development.

Keywords: antimicrobial resistance, antimicrobial resistance genes, street food, antibiotic

resistant bacteria, resistome
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INTRODUCCION

1. Fundamentos teoricos y terminologia de la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) representa uno de los problemas de salud
global maés criticos del siglo 21, emergiendo como un fendmeno multifacético complejo y
amenaza los pilares fundamentales de la medicina moderna (Organizacién Mundial de la
Salud [OMS], 2021). En esencia, la RAM es un proceso evolutivo en el cual los
microorganismos desarrollan la habilidad de sobrevivir y reproducirse en presencia de
sustancias antimicrobianas que usualmente los inhibirian o destruirian (Centers for Disease
Control and Prevention [CDC], 2020). En otras palabras, se definen a los términos
susceptibilidad antimicrobiana como la condicién en la que los microorganismos no
pueden sobrevivir en un entorno con antimicrobianos, mientras que la resistencia trata de
la supervivencia de estos microorganismos a pesar de la exposicion a farmacos
antimicrobianos (Martinez & Baquero, 2014). El proceso de desarrollo de resistencia es
significativamente acelerado a partir de actividades humanas que impactan en las
condiciones y exposicion de las bacterias a antibioticos (Holmes et al., 2016). Es decir, el
proceso representa una interaccion dinamica entre la adaptacion microbiologica natural y
la presion selectiva que se encuentre en su entorno (Davies & Davies, 2010). En concreto,
el evento de exposicidon antimicrobiana eliminard a las bacterias susceptibles, mientras que
aquellas resistentes seran las que proliferen; en este sentido, se provoca un cambio
poblacional, en el cual las proximas generaciones tendran una mayor prevalencia de
bacterias resistentes (Andersson & Hughes, 2014). Este problema es de caracter
multidisciplinario, e involucra una red de relaciones bioldgicas entre mecanismos
biologicos y evolutivos, sistemas ecoldgicos y la intervencion humana (Robinson et al.,

2016).

La pérdida de susceptibilidad a antimicrobianos estd mediada a partir de genes de
resistencia antimicrobiana (GRA). Se tratan de secuencias genéticas que codifican

proteinas para contrarrestar el efecto antimicrobiano (Blair et al. 2015). A partir de los



mismos se determinan las diferentes estrategias de la bacteria para la supervivencia frente
a antibioticos. Es decir, hay varios mecanismos que un microorganismo puede utilizar para
evadir los efectos del fArmaco, de manera que, los GRAs son el componente molecular y
genético que permite a las bacterias poseer distintos mecanismos de resistencia (Munita &
Arias, 2016). El conjunto de genes de resistencia antimicrobiana en una bacteria se conoce
como resistoma (D'Costa et al., 2006). Es fundamental recalcar que no siempre se expresa
un gen de resistencia antimicrobiana, es decir se debe realizar una diferenciacioén entre
resistencia fenotipica y genotipica. La resistencia fenotipica es aquella que se manifiesta
de manera observable en una poblacion bacteriana, mientras que la resistencia genotipica
se refiere a aquellos genes que potencialmente pueden conferir la resistencia, sin relevancia
a si este gen se estd activamente expresando (Martinez et al., 2015). Hay GRAs que proveen
al microorganismo los recursos para combatir multiples antibidticos, mientras que hay
genes especificos para un grupo o familia de antibioticos; esto depende del mecanismo de
resistencia que se utilice (Blair et al. 2015). Los antibioticos se clasifican de acuerdo a su
método de accidn, es decir el proceso metabolico que inhibe. La tabla 1 a continuacion
describe a los grupos y familias de antibioticos seguin su efecto y algunos ejemplos de cada
uno. Por otro lado, los antibidticos también son catalogados segun su prioridad de uso, de
manera que, basandose en a factores como necesidad, frecuencia, intensidad y resistencia.
De esta forma se busca mantener la efectividad de antibidticos criticos en la medicina

humana (Sharland et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion de Antibioticos basado en la informacion de O ’Rourke et al. (2020)

INHIBE CLASIFICACION ANTIBIOTICOS
Penicilinas

E »n Penicilinas Na, K, Procain, Benzatin (IM/IV)
E S Naturales Fenoximetilpenicilina (VO)
; E Aminopenicilinas Ampicilina, Amoxicilina

E ﬁ Penicilinas Anti- Meticilina, Nafcilina, Oxacilina, Cloxacilina,
3 % Estafilocdcicas Dicloxacilina
= - Penicilinas Anti- Carboxipenicilinas (Ticarcilina) Ureidopenicilinas
'z ﬁ Pseudomonas (Piperacilina)
= g Penicilinas + Amoxicilina + Acido Clavulanico, Ampicilina +
2 Inhibidores de B- Sulbactam, Ticarcilina + Acido Clavulanico,

Lactamasas Piperacilina + Tazobactam




Cefalosporinas

Ira Generacion

Cefazolina, Cefalexina, Cefadroxil

2da Generacion

Cefuroxima, Cefoxitina, Cefaclor, Cefprozil

3ra Generacion

Ceftriaxona, Ceftazidima, Cefotaxima, Cefixima

4ta Generacion

Cefepima

5Sta Generacion

Ceftarolina

Carbapenémicos Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Doripenem
Monobactamicos Aztreonam
Inhibidores de Sulbactam, Tazobactam, Acido Clavulanico
betalactamasas
NO Glicopéptidos Vancomicina, Teicoplanina
BETALAC
TAMICOS
Sintesis de Proteinas Aminoglucésidos Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina,
Amikacina, Neomicina
Tetraciclinas Tetraciclina, Doxiciclina, Minociclina
Macrélidos Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina
Lincosamidas Clindamicina
Fenicoles Cloranfenicol
Subunidad de la ADN
Girasa 1ra Generacion: Acido Nalidixico
Quinolonas 2da Generacion: Ciprofloxacino, Norfloxacino
3ra Generacion: Levofloxacino
4ta Generacion: Moxifloxacino
Sintesis de Acido Félico Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprima
Doble Ataque (2DA Otros Rifampicina, Metronidazol, Nitrofurantoina
LINEA)

Los GRAs pueden ser compartidos entre especies bacterianas por medio de la
transferencia horizontal de genes (THG). Se trata de un proceso natural en el cual los
microorganismos traspasan material genético entre si, incluyendo genes de resistencia (von
Wintersdorff et al., 2016). Este paso se puede dar por 3 mecanismos diferentes. La
transduccion es el paso de genes a través mediante bacteriéfagos; la transformacion es la
captacion de ADN del entorno extracelular; y la conjugacion es el paso de genes a través
de una conexion formada entre dos células (Soucy et al., 2015). Los vectores genéticos es
el material genético que va a transportar los genes entre una especie y otra, entre ellos se
encuentran los plasmidos, los transposones y los integrones. Los pladsmidos son moléculas

de ADN circular independientes del ADN cromosomico; los transposones son segmentos
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de ADN cromosomico o plasmidico con la capacidad de replicarse e insertarse en otros
sitios del genoma, ya sea en la misma bacteria o moverse a un nuevo huésped mediante
conjugacion; los integrones son grupos de genes llamados casetes genéticos, tienen la
caracteristica de ser captadores de genes de resistencia, mismos que pueden ser transferidos
a partir de plasmidos o transposones (Partridge et al., 2018). La alta capacidad de ciertas
bacterias de adquirir, almacenar y transferir GRAs, convierte a su genoma en un reservorio
de RAM. A partir de este reservorio, la diseminaciéon de GRAs provoca la resistencia en
patogenos clinicos altamente relevantes, provocando infecciones de complejidad elevada

(Bengtsson-Palme et al., 2017).

2. Estrategias bacterianas para evadir los antibioticos

Una vez comprendidos estos conceptos fundamentales sobre los genes de
resistencia antimicrobiana, es necesario explorar como estos se manifiestan a través de
diversos mecanismos de resistencia que las bacterias han desarrollado. Los
microorganismos pueden ganar resistencia a través del intercambio genético con otra
bacteria, o también, por cuestiones evolutivas. En otras palabras, los GRAs se pueden
generar por medio de una mutacion natural, que después sera transmitida de generacion en
generacion en la misma cepa bacteriana (Woodford & Ellington, 2007). Estos conceptos
hacen referencia a la resistencia adquirida y la intrinseca. La resistencia intrinseca no
depende de la exposicion a antibidticos, ni de la comparticion de genes entre bacterias; este
tipo de resistencia es propia y comun de cada identidad bacteriana, formando parte de sus
caracteristicas biologicas. Se encuentran en el cromosoma bacteriano (Blair et al., 2015).
Por otro lado la resistencia adquirida se trata de GRAs que se han obtenido mediante THG
pueden ser identificados en plasmidos o secuencias de insercion. Este tipo de resistencia es
el resultado de la exposicion a antibidticos y el fenomeno de presion selectiva. Tanto las
resistencias intrinsecas como adquiridas pueden coexistir dentro de la bacteria, es comin
encontrar estos casos en Gram negativas. Adicionalmente, mientras una bacteria haya

heredado mas genes de resistencia, la bacteria presentara mayor facilidad para adquirir



genes de resistencia e incorporarlos a su genoma; llevando asi a mayores niveles de

resistencia (Arzanlou et al., 2017)

Como se menciondé con anterioridad, los GRAs estan ligados a diferentes
mecanismos de resistencia que pueden ser altamente especificos a un tipo de antibiotico,
como las enzimas que hidrolizan antibioticos, o afines a multiples antibioticos, como las
bombas de eflujo que activamente expulsan antibidticos fuera de la célula (Sun et al.,
2014). El mecanismo enzimatico se basa en la inactivacion o alteracion quimica de los
compuestos antimicrobianos. Algunos ejemplos incluyen a las betalactamasas,
fosfotranferasas, cloranfenicol acetiltransferasa, y aminoglucésido-modificantes
(Fernandez & Hancock, 2012). Las bacterias que poseen enzimas que inactivan antibidticos
betalactamicos son conocidas como bacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE). De manera especifica cuando las enzimas utilizadas son
carbapenemasas se denominan Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC). La
clasificacion de Ambler, agrupa las betalactamasas en cuatro clases (A, B, C y D) segun la
homologia de la secuencia primaria de aminoacidos (Giri et al., 2021). Por otro lado, la
resistencia a un antibidtico puede surgir a partir de la modificacion del sitio diana
bacteriano. Es decir, una mutacion que altera la afinidad del antibidtico por su molécula
objetivo, limitando asi la interaccion del farmaco. Tal es el caso de las modificaciones del
Lipido A, ADN girasa o ARN ribosomal. Por ultimo, las bombas de eflujo y las porinas
intervienen en la entrada y salida de antibitticos. Las mutaciones de porinas provocan una
disminucion en la permeabilidad de la membrana e impiden la entrada del antibidtico a la
bacteria. Adicionalmente, si el antibiotico llega al espacio intracelular, las bombas de eflujo
se encargan de expulsar activamente al compuesto fuera de la célula (Fernandez &
Hancock, 2012). La figura 1 a continuacion explica de forma grafica los mecanismos de
resistencia antimicrobiana. Es comtn que los mecanismos enzimaticos sean adquiridos por
medio de THG, mientras que las bombas de eflujo y porinas se encuentren en mayor
asociacion a resistencias cromosoémicas intrinsecas (Gaurav et al., 2023; Blair et al., 2015).
A pesar de que se evidencie este patron general, no se trata de una regla establecida, por lo

que todos los mecanismos de resistencia pueden venir tanto de genes adquiridos como



6

intrinsecos. Estos mecanismos estan estrechamente relacionados entre si, pues es muy
comun que una misma bacteria tenga varios mecanismos trabajando de manera sinérgica.
El estudio de El'Garch et al. (2007) demuestra que 4 genes de manera individual causan
cierto nivel de resistencia, mientras que al estar presentes en conjunto el efecto fue de 16

hasta 64 veces mas resistente.
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Figura 1. Mecanismos de Resistencia Antimicrobiana, basado en (Fernandez & Hancock, 2012)

3. Factores que contribuyen a la aparicion y propagacion de la resistencia

antimicrobiana

Estos mecanismos de resistencia no surgieron ni se diseminaron de manera aislada,
sino que su proliferacion responde a multiples factores causales que es necesario analizar
para comprender la magnitud del problema. La RAM se trata de un problema persistente
que ha visto un incremento alarmante en los ultimos afios. Esto se debe a los ritmos tan
elevados de progresion y al amplio impacto que tiene a escala mundial (Laxminarayan et
al., 2013). Los microorganismos incrementaron su capacidad de adaptacion y desarrollo de
resistencias radicalmente, y si bien, no se puede apuntar a una sola razén principal, la
intervencion y actividad humana aceleran e intensifican este proceso evolutivo (Holmes et
al., 2016). Las causas se tratan de una interconexién multidisciplinaria que puede ser visto

desde un punto ecoldgico como una red profunda de interacciones bioldgicas; en la cual



interfieren factores como el uso inapropiado de antibioticos en la salud humana, la
utilizacion excesiva de antibioticos en la agricultura, la contaminacion ambiental y la
dindmica que se mantiene en el sector socioecondomico y cultural en el &mbito de acciones
correctivas (Collignon et al., 2018). La interaccion detallada de la red ecologica de la RAM
se evidencia en la figura 2. En términos generales, las actividades que contribuyen a la
formacion de resistencias son aquellas que exponen a los microorganismos a cantidades
suboptimas de antibidticos. El concepto One-Health reconoce que la salud humana, animal
y ambiental estan interconectadas, siendo fundamental para abordar la RAM de manera
integral. Este enfoque enfatiza que los patdgenos resistentes circulan entre humanos,
animales y el medio ambiente, requiriendo estrategias colaborativas entre sectores para su
mitigacion efectiva (McEwen & Collignon, 2018). En definitiva, la resistencia
antimicrobiana es un problema multifactorial que requiere un enfoque interdisciplinario

para su abordaje (Badau, 2021).
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Figura 2. Epidemiologia de la Resistencia Antimicrobiana con base en lo descrito por Linton (1977) y Hillock et al.
(2022)

4. Cifras y consecuencias globales de la resistencia antimicrobiana

Estas causas multifactoriales generan consecuencias de gran alcance, cuya
magnitud se evidencia en las alarmantes estadisticas globales sobre el impacto de la RAM
en la salud publica y la economia mundial. Como resultado, enfermedades que antes eran
facilmente tratables estan volviendo a ser una amenaza. La RAM emerge como una crisis
de salud global con implicaciones devastadoras, evidenciada por estadisticas alarmantes.
Anualmente, aproximadamente 1.27 millones de muertes se atribuyen directamente a la
RAM, con otros 4.95 millones de fallecimientos asociados a infecciones resistentes, cifras
que subrayan la magnitud del problema (Murray et al., 2022). Las proyecciones presentan

un panorama negativo, pues se estima que para 2050, la RAM podria causar 10 millones



de muertes anuales, superando al cancer como principal causa de mortalidad (O'Neill,
2016). Este impacto se traduce en elevados costos econdomicos, con gastos globales en
atencion médica estimados en $54 mil millones anuales y pérdidas de productividad que
superan los $300 mil millones (OECD, 2018). Las complicaciones derivadas de la RAM
incluyen aumentos en la duracion de las estancias hospitalarias de 9 dias en promedio, tasas
de mortalidad 1.93 veces mayores para infecciones resistentes, y un incremento del triple

en los costos de tratamiento (Cosgrove, 2006).

La prevalencia de la BRA es alarmante, con mas del 60% de los patogenos
importantes en regiones latinoamericanas mostrando resistencia a al menos un agente
antimicrobiano (PAHO, 2020). Por otra parte, el consumo global de antibidticos
increment6 del 65% entre 2000 y 2015; y sin intervencidon regulatoria, se proyecta un
aumento del 200% para 2030 en comparacion con los niveles de 2015 (Klein et al., 2018).
Las poblaciones de paises de bajos o medianos ingresos son especialmente vulnerables a
los efectos de la RAM. Se presentan tasas de mortalidad de cuatro a cinco veces mayores
que en paises de altos ingresos y las infecciones resistentes a los antibioticos comunmente

prescritos representan el 30-50% de las infecciones totales (Laxminarayan et al., 2016).

La RAM amenaza a la medicina moderna, que depende en gran medida de los
antibidticos para el uso terapéutico y profilactico. Ciertos procedimientos comunes se
convierten en intervenciones de alto riesgo por el peligro de infeccion (OMS, 2021). En
este sentido, se estima que en un dia comun, uno de cada 31 pacientes hospitalizados
contrae una infeccion asociada a hospitalizacion durante su tratamiento (CDC, 2025).
Paralelamente, el proceso profilactico se vuelve 30% menos efectivo a causa de la
resistencia (Teillant et al., 2015). Cada vez es mas comun encontrar microorganismos con

resistencia a todos los tratamientos disponibles (Unemo & Schafer., 2019).

5. La cadena de alimentos como vehiculo de transmision de resistencia

antimicrobiana
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El alimento actia como un vehiculo significativo para la transmision de BRA y
GRAs a los humanos. La cadena de produccion alimenticia proporciona multiples puntos
de entrada para organismos resistentes, con animales y cultivos agricolas expuestos
constantemente a antimicrobianos, creando presion selectiva para el desarrollo de
resistencia (Samtiya et al., 2022). Las bacterias resistentes pueden transmitirse a través de
la cadena alimentaria mediante carne, lacteos, huevos, pescado y productos agricolas,
creando una via directa desde entornos agricolas hasta consumidores humanos. Una
revision sistematica de Fusaro et al. (2024) encontrd que hasta el 70% de las muestras de
comida callejera de paises en vias de desarrollo albergaban organismos resistentes. Esta
contaminacion de la cadena alimentaria es un mecanismo efectivo para la transferencia de
bacterias con resistencia antimicrobiana de manera al consumidor humano (Thanner et al.,

2016).

El potencial de transmision de los alimentos se amplifica aun mds por las redes
comerciales globales que distribuyen productos alimenticios. Liebana et al. (2013)
documentaron cémo las cepas bacterianas resistentes pueden cruzar fronteras
internacionales a través del comercio de alimentos, al documentar la deteccion de genes de
resistencia en comida importada, causando brotes de infeccion y la introduccioén de genes
de resistencia al resistoma alimenticio local. Un claro ejemplo es el gen mcr-1, que confiere
resistencia a la colistina, se identificé inicialmente en animales de produccion de alimentos
en China, pero se detecto rapidamente en productos alimenticios e infecciones humanas en
31 paises dentro del afio siguiente a su descubrimiento (Liu et al., 2016; Wang et al., 2018).
Esta rapida diseminacion resalta el papel de los alimentos como vector global para la

transmision de la RAM.

El resistoma alimentario representa un amplio reservorio de determinantes de
resistencia que pueden transferirse a bacterias asociadas a humanos. Los patdgenos
transmitidos por alimentos portan genes de resistencia; Jans et al. (2018) documentaron
que el 52% de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos investigados entre

2010 y 2017 involucraron cepas resistentes a antimicrobianos. Estos patdgenos pueden
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causar infecciones directas, pero también transferir sus capacidades de resistencia. Es decir,
mas alld de las infecciones directas, los microorganismos en alimentos albergan una
extensa coleccion de GRAs que pueden diseminarse entre especies bacterianas, incluyendo
patégenos humanos clinicamente complejos. La movilidad de los GRAs del resistoma
alimentario es alarmante, ya que usualmente se localizan en elementos genéticos moviles
como plasmidos, transposones e integrones que facilitan la transferencia horizontal de

genes (Bengtsson-Palme, 2017).

La comida vendida de manera informal es usualmente producida en espacios
inadecuados y altamente expuestos a contaminacion. Es comin que estos no presenten un
ambiente, la estructura y el equipo con las medidas sanitarias pertinentes. El manejo poco
higiénico del alimento, el almacenamiento incorrecto y la contaminacion cruzada por el
ambiente contribuyen a la insalubridad y contaminacion bacteriana de los alimentos. El
estudio de Campos et al. (2015) encuentra que el 33% de los aislados de E.coli analizados
presentaban resistencia a uno o mas antibioticos. Adicionalmente, Sivakumar et al. (2020)
también pudieron identificar resistencia antimicrobiana mediada por betalactamasas en
E.coli en el 43% de sus muestras. Otro estudio que demuestra la contaminacion
microbiologica de alimentos con BRA es el de Giri et al. (2021), en el cual se encuentran
bacterias multirresistentes en el 25,42% de los aislados. Las caracteristicas de la venta
ambulatoria de comida facilitan la proliferacion de microorganismos RAM. El consumo
de esta comida contaminada plantea un riesgo directo para el consumidor, pues se facilita

la transmision de bacterias multirresistentes y sus genes a los humanos (Fusaro et al., 2024).

6. Resistencia antimicrobiana en los alimentos del Ecuador

Con respecto a la RAM en comida del Ecuador, son pocos los articulos académicos
publicados que investigan el tema. Especificamente en Quito, el estudio de Zurita et al.
(2020) reveld la presencia significativa de Escherichia coli productoras de BLEE en
alimentos para consumir en la calle, con una prevalencia del 22.7% de coliformes

resistentes a cefotaxima en 150 muestras analizadas. Estos hallazgos destacan la presencia
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de bacterias multirresistentes (MDR) en alimentos de consumo comun, con un 85% de los
aislados. Ademas se destaca la deteccion de genes BLEE como »,CTX-M-55 y p1.CTX-M-
15, asociados con la resistencia a antibidticos. La concentracion de contaminacion en salsas
de aji y ensaladas sugiere puntos criticos en la cadena de preparacion de alimentos
callejeros. Por tlltimo, la identificacion de linajes clonales como ST162 y ST410, conocidos
por su asociacion con reservorios humanos y ambientales, subraya el potencial para la

transmision y propagacion de estas cepas resistentes y sus respectivos GRAs.

De igual forma, el estudio de Tubodn et al. (2022), realizado en la ciudad de Ambato,
durante los anos 2020 y 2021, analiz6 cepas de Enterobacterales aisladas de alimentos de
venta informal, revelando una alta prevalencia de patégenos como Escherichia coli,
Klebsiella spp. y Cronobacter spp. La evaluacion de la resistencia fenotipica demostro
niveles preocupantes de resistencia a multiples antibidticos, aspecto que se confirmd
mediante la deteccion de diversos genes de resistencia a través de ensayos de PCR, en
donde se identificaron genes de betalactamasas pTEM 'y ».CMY. Los hallazgos indican
que la resistencia observada tiene una base genética y potencial para ser transferida entre

poblaciones bacterianas.

Por ultimo, el estudio de Ortega-Paredes et al. (2018) identifica clonas bacterianas
de E.coli resistentes en frutas y verduras de venta en mercados. El estudio sefiala la
identificacion de especies bacterianas del género Enterobacter, la deteccion de genes de
resistencia codificantes para betalactamasas, y el reporte de clonalidad. Los puntos de
muestreo se encontraban de manera dispersa en la ciudad, demostrando asi la transmision
que hay entre bacterias resistentes por parte de los alimentos. En definitiva, esta
investigacion hace énfasis en la necesidad del establecimiento de mayor investigacion

respecto a la dispersion de agentes microbianos resistentes.

Los estudios buscan advocar por la concientizacion y estrategias de intervencion
basadas en evidencia cientifica. Es por ello, que los autores hacen hincapié en la necesidad

de una vigilancia epidemioldgica de tipo One-Health en el que se tome en cuenta los



13

aspectos de salud humana, animal y ambiental. Adicionalmente, los articulos remarcan la
carencia de mas estudios sobre RAM en alimentos en el Ecuador. Por esta razon, los
escritos enfatizan en la urgencia de estudios de investigacion similares que aporten y
actualicen constantemente a la informacién disponible sobre el tema en el pais (Tubdn et

al., 2022; Zurita et al., 2020; Ortega-Paredes et al., 2018).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La OMS declaré a la RAM como una amenaza prioritaria en temas de salud, y
enfatiza en la necesidad de una accidén coordinada y multisectorial, a través del enfoque
One-Health (OMS, 2021). Para la aplicacion de medidas con este enfoque, se requiere una
comprension de los patrones de resistencia en las areas de salud humana, animal y
ambiental; esto incluye al sistema de alimentacion como un pilar critico (FAO, 2021). A
pesar del reconocimiento global de la importancia y gravedad del problema, existe una
brecha significativa de conocimiento con relacion a la prevalencia y patrones de RAM en
los sistemas alimenticios. Esta situacion es especialmente preocupante en paises de
ingresos medios como Ecuador, donde el déficit informacional sobre la RAM en la
produccion y consumo de alimentos limita la capacidad de respuesta ante esta amenaza

creciente.

En el contexto ecuatoriano, los estudios de RAM en alimentos de venta ambulante
se tratan de proyectos de investigacion académica, mas no forman parte de un sistema de
vigilancia integrado. Se evidencia una brecha en el ambito de la vigilancia en alimentos de
venta en espacios publicos, pues en su mayoria la vigilancia en alimentos en el Ecuador
esta basada en la produccion alimenticia en lugar del consumo final (Secaria & Gabela,
2024). Por otra parte, los datos producidos por el ministerio de salud y otras instituciones
gubernamentales son limitados. Los datos que se estan tomando no estan disponibles para
el publico, dificultando el uso de estos datos por parte de investigadores académicos.
Ademas, no se ha planteado ninglin sistema o alianza estratégica entre las instituciones
académicas y entidades gubernamentales para la investigacion colaborativa (Torres &

Lépez-Cevallos, 2018).

Esto obstaculiza la comprension total del problema, pero también impide la
formulacion de estrategias de intervencion basadas en evidencia cientifica. Como asegura
la OMS, las decisiones politicas eficientes no pueden ser formuladas e implementadas sin

una linea base de informacién confiable y actualizada (OMS, 2016). Ademas, Ecuador
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enfrenta limitaciones estructurales que obstaculizan los esfuerzos para alcanzar los
objetivos de mitigacion de RAM. Entre estos desafios se incluyen infraestructura y recursos
insuficientes, asi como una estructura regulatoria inestable (Fabre, 2024). Estas barreras no
solo afectan la investigacion cientifica, sino que también inhiben la capacidad del pais para
implementar medidas efectivas de mitigacion de la RAM. La ausencia de vigilancia
rutinaria en productos alimenticios, especialmente en la venta informal, crea un ciclo
problematico donde la falta de evidencia evita la priorizacion de recursos, y la falta de
recursos limita la generacion de evidencia necesaria. Este ciclo subraya la urgencia de
estudios que, aunque limitados en alcance, puedan proporcionar informacion preliminar
valiosa. Ante este panorama, resulta urgente generar evidencia cientifica que permita
entender mejor la situacion actual de la RAM en alimentos en Ecuador. Por ello, este
estudio busca responder: ;Cudles son las bacterias multirresistentes y los genes de
resistencia antimicrobiana presentes en la comida de venta informal del norte del

Distrito Metropolitano de Quito?
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JUSTIFICACION

Este estudio sirve como un paso inicial para establecer evidencia preliminar sobre
la RAM en alimentos en el norte del DMQ. Sin embargo, se hace énfasis en la necesidad
de estudios mas exhaustivos para el planteamiento de intervenciones de salud publica. Esta
investigacion abarca un déficit de informaciéon fundamental, al proporcionar datos
cualitativos sobre la presencia de BRA en la comida callejera del norte del Distrito
Metropolitano de Quito (DMQ). Adicionalmente, este estudio representa un aporte al
enfoque One-Health en Ecuador, al proporcionar informacién sobre la resistencia
antimicrobiana en muestras de alimentos y su posible relaciéon con la salud humana y
ambiental. Asimismo, la caracterizacion de genes de resistencia en la zona contribuye al
mapeo del resistoma local, informacion crucial para comprender las dindmicas de
transmision de RAM.

A pesar de que esta investigacion no fue disefiada como una evaluacion
cuantitativa, los resultados sirven como una base que confirma la presencia de bacterias
multirresistentes (MDO) en la comida de venta ambulante y caracteriza sus genes de
resistencia antimicrobiana. El estudio no estd enfocado en cuantificar o reconocer patrones
de resistencia, pues el tamafio de la muestra no permite que sea representativa, y por tanto
no se pueden llegar a estos resultados. Se reconoce que las limitaciones de recursos que
mantiene este estudio son el tipo de obstaculos que a menudo dificulta la investigacion
cientifica en la region. Sin embargo, el estudio proporciona evidencia e informacion
esencial de manera preliminar, de la cual las futuras investigaciones pueden tomar base. La
OMS recalca que incluso una base de informacion limitada sirve como un catalizador para
la concientizacion, la investigacion futura y eventualmente una politica de accion (WHO,

2018).
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OBJETIVOS

Objetivo general: Identificar genes de resistencia antimicrobiana presentes en especies
bacterianas obtenidas a partir de comida callejera procedente del parque Inglés y el parque
La Carolina, mediante analisis microbiologicos y moleculares, para la determinacion de

una posible fuente de propagacion de bacterias multirresistentes.

Objetivos Especificos:

e Aislar bacterias presentes en comida callejera del parque Inglés y el parque la
Carolina, mediante técnicas microbiologicas convencionales, para la determinacion
de microorganismos con potencial resistencia a antibidticos.

e 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.

e 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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METODOLOGIA

El estudio se realizd en tres fases: muestreo, analisis de laboratorio y analisis
bioinformatico. Esta division se puede observar en el diagrama de metodologia (figura 7)

al final de esta seccion.

1. Fase de muestreo

1.1. Descripcion de las localidades analizadas y sitios de muestreo

En el norte de la ciudad de Quito, se seleccionaron a dos parques para realizar un
muestreo: el parque La Carolina y el parque Inglés. El parque La Carolina destaca por ser
el mas visitado de la ciudad, con alrededor de 150.000 personas que acuden a realizar
actividades recreativas mensualmente (Tamayo, 2023). Ademas, la zona de venta de
comida callejera es particularmente concurrida. La venta de comida de manera ambulante
es cada vez mas frecuente, a pesar de los esfuerzos del Municipio del Distrito
Metropolitano de Quito por regular esta area y establecer puntos de venta oficiales de
alimento (El Comercio, 2017). Por otro lado, el parque Inglés tiene una ubicacion
beneficiosa al estar rodeado de barrios urbanos como San Carlos, Andalucia y Flavio
Alfaro; estimandose que el parque Inglés acoge 20.000 visitantes mensuales.vLa reciente
rehabilitacion de sus instalaciones, incluidas las canchas deportivas, ha contribuido a su
popularidad (Quito Informa, 2023). Durante el muestreo, se observé la popularidad de los
puestos de comida callejera cerca del area de actividades deportivas, mismas que atraen a
los visitantes y participantes. Las figuras 3 y 4 presentan los mapas de cada parque con las

marcas de georreferencia que indican los puntos de muestreo.
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Figura 4. Puntos de georreferencia de toma de muestras en el parque Inglés

1.2. Metodologia de muestreo

1.2.1. Seleccion del tipo de muestra

Las muestras alimenticias colectadas durante la fase de muestreo fueron

seleccionadas con base en la frecuencia de su venta y su popularidad en los parques
visitados; adicionalmente, se sustentd la seleccion de las muestras utilizando los escasos
reportes que analizaron a esta problematica en Ecuador (Tubon et al., 2022; Zurita et al.

2020). En ambas localidades, se compraron los siguientes productos: espumilla,
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cevichochos y salsas de aji. Se seleccionaron estos elementos con base en su composicion

y forma de comercializacion.
1.2.2. Medio de recoleccion y transporte de muestras

El medio escogido para la recoleccion y transporte de las muestras de alimentos
callejeros fue agua peptona tamponada, mismo que mantiene un pH estdndar de 7,2. Los
estudios de Alelign & Kidanewold, (2023); y Hendriksen et al., (2023), aplican una
relaciéon de 9 a 1 entre medio y muestra, de esta forma se obtienen resultados mas
especificos y sensibles. De acuerdo con Margot et al., (2015), el agua peptona favorece la
recuperacion de bacterias en relacion a muestras de comida. De manera similar, Chauhan
& Jindal (2020) sugieren el uso de agua peptonada para el analisis de muestras alimenticias,
con una concentracion del 0,1% p/v o v/v. Esto concuerda con lo establecido en la norma
ISO 6887-1:2017 - Preparacion de las muestras microbiologicas de alimentos y piensos,
donde se recomienda uso de agua peptonada como medio de transporte por su alta
capacidad de recuperacion de la viabilidad bacteriana después de su transporte
(International Organization for Standardization [ISO], 2017). De acuerdo con los
protocolos, la norma establece una concentracion de 9 mL de medio por cada mililitro de
muestra, parametro que se respetd durante todo el procedimiento. En este contexto, este
medio ofrece un alto indice de recuperacion celular, lo que lo hace optimo para el

enriquecimiento y recuperacion de bacterias en muestras alimenticias.
1.2.3. Transporte y almacenamiento de muestras

Dentro del sitio de muestreo, se identificd los puestos de venta que ofrecian los
alimentos seleccionados, por medio de un recorrido de la zona interna de los parques. En
estos puestos se adquirieron los productos, para posteriormente homogeneizarlos e
inocularlos en el medio de agua peptona. En este proceso, con la ayuda de pipetas Pasteur
previamente esterilizadas se afladieron 10mL de la muestra en 90mL del medio, mismo
que fue preparado en un envase estéril de pléstico. A lo largo del muestreo, los envases con

las muestras fueron etiquetados y almacenados dentro de una hielera a 0°C; esta
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temperatura fue supervisada de forma constante con el fin de asegurar el almacenamiento

de las muestras a 0°C hasta el procesamiento en laboratorio. Para cada punto de

recoleccion, se recopilaron los datos de georreferencia (sector, lugar y hora de recoleccion)

y el tipo de muestra junto con sus observaciones. El cddigo asignado es especifico de cada

muestra, y detalla sus caracteristicas como sector, parque, tipo de alimento y su numero. A

continuacion, en la tabla 2 se detallan los codigos asignados para cada muestra que resultd

resistente.
Tabla 2. Cédigos de identificacion de muestras y colonias bacterianas resistentes
Codigo Parque Comida Estado  Muestra  Colonia
1 | QN-CAR-SAL-L-001-C La Carolina  Salsa Liquido 1 C
2 | QN-ING-CEV-L-004-D Inglés Cevichocho  Liquido 4 D
3 | QN-ING-CEV-L-004-F Inglés Cevichocho  Liquido 4 F
4 | QN-ING-ESP-L-005-D Inglés Espumilla Liquido 5 D
5 | QN-ING-ESP-L-005-1 Inglés Espumilla Liquido 5 I

2. Fase Analitica Wer Lab

2.1. Fase de analisis microbioldgico

2.1.1. Preparacion de medios selectivos y diferenciales

Se prepararon medios selectivos y comerciales para la siembra de las muestras de

alimentos, de esta forma se permite seleccionar inicamente aquellas bacterias que son de

interés en el contexto de la resistencia antimicrobiana. En este caso, se utilizé el medio agar
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sangre al 5% enriquecido con colistina (100 pg/mL) para el cultivo de bacterias Gram
positivas; este medio de cultivo también permitio el cultivo de bacterias Gram negativas
resistentes a la colistina (Collalto et al., 2023; Egwuatu et al., 2014). Adicionalmente, el
medio de cultivo en agar MacConkey enriquecido con cefepima (100 pg/mL) fue empleado
para el aislamiento de bacterias Enterobacterales, especificamente aquellas con resistencias
a antibioticos betalactamicos (Landers et al., 2017). Por ultimo, se utilizé el medio XLD
para el favorecimiento del crecimiento enterobacterias, que pueden crecer en el medio rico

en sal (Mishra & Agrawal, 2012).
2.1.2. Siembra de las muestras y condiciones de cultivo

Se sembraron las muestras en los medios de cultivo selectivos descritos
anteriormente. Primeramente, las muestras se homogeneizaron utilizando un vortex,
seguidamente se sembro utilizando la técnica de extension y el asa de Digralsky. El
mechero Bunsen se utiliz6 para crear una zona de trabajo aséptica (Chauhan & Jindal,
2020). Las muestras se cultivaron por duplicado en cada medio de cultivo (Agar XLD, agar
sangre y agar MacConkey), en donde se inocularon 100 uL de muestra en dilucion 1 en 10.
Seguidamente, los cultivos sembrados en las cajas Petri fueron incubadas por 72 horas a
35°C (Ransom et al., 2021). Por ultimo, se analizd el crecimiento en los cultivos y se
recolectaron los datos obtenidos. Con la finalidad de obtener cultivos bacterianos puros,
las colonias del cultivo inicial se aislaron en agar sangre 5% y agar MacConkey. Esta
siembra se realizo con la ayuda de un asa de inoculacion y utilizando la técnica de estriado.
En cambio, en el agar XLD se evidenciaba una proliferacion bacteriana diversa, sin la
obtencion de colonias asiladas, por este motivo, se realizé un barrido que fue resembrado
con técnica de agotamiento. Adicionalmente, al nuevo cultivo se le afiadid un disco de
antibiograma de meropenem entre el primer y segundo arrastre. En este caso, aquellas
colonias que crecieron dentro del halo o de manera adjunta al disco se consideraron
resistentes; como resultado, estas colonias se aislaron para obtener cultivos axénicos

(Giilen et al., 2021).
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2.1.3. Recuento de colonias

Adicionalmente, en las placas originales, se cont6 el total de UFC de las colonias
morfoldgicamente distintas. Con base en el resultado, se calcul6 el total de UFC en cada
muestra tomando en cuenta que la dilucion inicial es de 1 en 10. Asimismo, aquellas placas
que mantenian una concentracion de bacterias incontables en placa se diluyeron en
concentraciones 1072, 1073, 10, y 107; posteriormente fueron sembradas nuevamente con

el fin de realizar un conteo acertado (Heuser et al., 2023).
2.1.4. Seleccion de colonias de interés

Una vez obtenidos cultivos aislados, se buscaron caracteristicas fenotipicas de
interés de aquellas bacterias que mostraban caracteristicas morfologicas de bacterias
clinicamente relevantes y que cominmente poseen genes de resistencia; estas son aquellas
descritas por Procop et al. (2017) en el libro Koneman’s Color Atlas and Textbook of
Diagnostic Microbiology, en sus tablas 17-4 en el capitulo 17 sobre resistencia
antimicrobiana. Asimismo, las caracteristicas fenotipicas para cada bacteria de interés se
compararon con la tabla 1-13 y 6-1 para agar MacConkey. Por otro lado, en los cultivos de
resiembra, las colonias que crecen dentro del halo inhibitorio se catalogaron como colonias
de interés a causa de su resistencia. En cambio, se buscé en el agar sangre a colonias cuyas
caracteristicas fenotipicas correspondian a bacilos negativos, pues son de interés en cuanto
al crecimiento en agar sangre con colistina; antibiotico que es de espectro reducido y
efectivo tnicamente contra bacterias Gram negativas. En otras palabras, aquellos bacilos
negativos que crecen en el medio de agar sangre con colistina, presentan una resistencia a
este antibiotico (Ghaffar et al., 2023). Adicionalmente, se buscaron otros indicativos de
bacterias patdogenas como lo es la hemolisis, que aborda tanto Gram negativos como
Pseudomonas aeruginosa y Gram positivos como Staphylococcus aureus (Ledeboer et al.,

2015).
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2.1.5. Realizacion de pruebas de identificacion bioquimicas

Una vez obtenidos los cultivos puros de las colonias de interés, se realizd una
identificacion por pruebas bioquimicas, en la cual se inocularon las muestras en los medios
citrato (CIT), lisina (LIA), urea, Sulfito Indol Motilidad (SIM), Rojo de Metilo y Voges
Proskauer (RM-VP). Otras pruebas de identificacion realizadas fueron tincion Gram,
catalasa, y oxidasa. Las pruebas permitieron caracterizar el metabolismo y reacciones
bioquimicas propias de cada microorganismo, por lo que son una herramienta practica para
la identificacion bacteriana. En este sentido, las baterias bioquimicas permiten dar
identidad al microorganismo en cuestion al utilizar los principios metabdlicos de cada
bacteria al ser expuesta a distintos ambientes (Chauhan & Jindal, 2020). Las galerias
bioquimicas, proveen resultados tanto positivos como negativos a cada prueba, y los
resultados de cada prueba son comparados con referencias bibliograficas de microbiologia
clinica, como el libro de microbiologia Koneman'’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic

Microbiology en las tablas 6-7 y 7-3 (Procop et al., 2017).

El flujograma de identificacion bacteriana (Figura 5) es una representacion del
algoritmo adaptado del libro Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic
Microbiology (Procop et al., 2017). Se inici6 con la tincion de Gram para diferenciar entre
Gram positivas y Gram negativas. Para las bacterias Gram negativas, se realizo la prueba
de oxidasa para diferenciar entre fermentadores (oxidasa negativa) y no fermentadores
(oxidasa positiva). En el caso de los no fermentadores, debido a limitaciones de recursos,
no se realizaron las pruebas bioquimicas especificas que recomienda el libro, y la
identificacion final se confirmé mediante secuenciacion genética. Para los fermentadores,
se utilizaron los medios bioquimicos que se encontraban disponibles, siguiendo los
protocolos descritos en el libro. Sin embargo, en algunos casos, las pruebas bioquimicas

no fueron concluyentes.
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Figura 5. Algoritmo adaptado de identificacion bioquimica del libro Koneman'’s Color Atlas and Textbook of
Diagnostic Microbiology (Procop et al., 2017).

2.1.6. Pruebas de susceptibilidad a antibiéticos

Se realizaron antibiogramas para evaluar la resistencia de las muestras bacterianas.
Para ello, se tomd como referencia al manual del CLSI M 100 en su trigésima cuarta edicion
M100 (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2024), en donde se encuentran
protocolos detallados para llevar a cabo pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos. De
esta manera se garantizan resultados confiables y certeros referente a susceptibilidad
microbiana (Humphries et al., 2021). Siguiendo los lineamientos del manual, se prepararon
los indculos usando la escala McFarland, que indica la concentracion adecuada de

bacterias. En este caso, se estipula que la turbidez de la muestra debe ser equivalente a 0,5



26

de la escala estandar de McFarland (CLSI, 2024). Los discos de antibioticos aplicados se
colocaron en un orden especifico que permitié evaluar la sinergia entre los antibidticos,
utilizando como base a la prueba de sinergia de doble disco (DDST) descrita en el CLSI
en la tabla 3A para la deteccion de betalactamasas de manera fenotipica. Esta distribucion
se explica de manera grafica en la figura 6. Especificamente, la prueba de sinergia
realizada hace referencia al método de Jarlier para la determinacion fenotipica de
resistencia con betalactamasas; que permite la determinacion de sinergias entre antibidticos
betalactimicos e inhibidores de betalactamasa. Mediante el mismo, se logra la
identificacion fenotipica de betalactamasas (Gill, Usman, Hassan, Kaleem, & Anjum,
2015; Gill, Usman, Hassan, Kaleem, & Shaheen, 2015). Por este motivo, los antibidticos
seleccionados son: amoxicilina + acido clavulanico, cefoxitina, cefepime, meropenem,
imipenem. El disco de amoxicilina con acido clavulanico permite evaluar el nivel de
susceptibilidad de las cepas aisladas frente al grupo de penicilinas; adicionalmente este
disco se coloca en la mitad del medio debido a su factor de inhibicion de betalactamasas.
En este sentido, el 4cido clavulanico es el que indica la presencia de betalactamasas al
demostrar sinergias con otros antibioticos; esto puede ser identificado mediante la forma
ovalada o extendida de los halos hacia el disco de AMC. En este caso, lo que se evidencia
es la inhibicion de la betalactamasa, por lo que, el halo del antibidtico betalactamico, puede

incrementar su tamafio en la parte que se encuentra mas cercana al disco inhibitorio.

Adicionalmente, el disco de cefoxitina determin6 resistencia a cefalosporinas de
3era generacidn; en conjunto, ambos antibidticos ayudan a determinar el perfil de
resistencia tipo AmpC. Por otra parte, el disco de cefepime pone a prueba la susceptibilidad
de la bacteria frente a cefalosporinas de 4ta generacion. Por ultimo, los antibidticos
meropenem e imipenem ayudan a identificar resistencias a carbapenémicos (Jarlier et al.,
1988; Lezameta et al., 2010). Estos 5 discos fueron ubicados en placas de 90mm del medio
agar Mueller-Hinton, con 24 mm de distancia entre cada uno para un correcto analisis de
los halos de inhibicion. Una vez incubadas entre 16 y 18 horas a 35°C, los halos fueron
medidos y comparados con tablas 2A y 2C del manual. El contenido de las tablas indica

las mediciones de didmetro estandar de las zonas de inhibicién y concentraciones minimas
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de inhibicion para clasificar a una bacteria como resistente o sensible. Por medio de los
antibiogramas, se logro determinar de manera cualitativa aquellas bacterias que poseian

resistencias a antibioticos (CLSI, 2024).

Figura 6. Distribucion de discos de antibiogrma con método de Jarlier. IMI — Imipenem; MEM — Meropenem, AMC-
Amoxicilina + dcido clavuldnico; FOX — Cefoxitina; FEP — Cefepime

Con el fin de evaluar la susceptibilidad de las muestras seleccionadas frente a la
colistina, se llevo a cabo una prueba de concentracion inhibitoria minima (MIC). Para ello,
se tomo como referencia los protocolos estipulados dentro del CLSI, acerca de la
preparacion de dilucion en placa en medio de cultivo solido. En primer lugar, se prepararon
placas de medio s6lido de agar Mueller-Hinton, adicionando en cada una diferentes
concentraciones de colistina: 0.5, 1, 2, 4, 6, y 8 ug/mL. De acuerdo al manual del CLSI, la
concentracion inhibitoria minima de colistina para enterobacterales y pseudomonas es de
4 ug/mL y la resistencia intermedia es de 2 ug/mL, en este sentido, el manual en la tabla
3E, indica realizar los medios tomando estos datos como base. Estos valores indican que
un crecimiento en las placas de 4, 6 y 8 ug/mL significa resistencia al antibiotico. Para
realizar la prueba en agar se aplicaron 10 ul de solucion bacteriana 0,5 McFarland en cada
placa de diferente concentracion; el indculo no debe ser extendido alrededor de la placa.

Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C. Finalmente, de manera semicuantitativa y
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basandose en el crecimiento, se determina la concentracion inhibitoria minima (Clinical

and Laboratory Standards Institute, 2024; Goyal et al., 2023).

2.2. Fase molecular

2.2.1. Enriquecimiento

Previo a la extraccion de ADN, se debe realizar un cultivo de gran concentracion.
Esto con el fin de obtener una mayor cantidad de bacterias, y por tanto, una mayor
concentracion de ADN final. El enriquecimiento se realizé en medio BHI, para de esta
manera garantizar el crecimiento 6ptimo. Adicionalmente, se requiere que se trate de un
cultivo fresco, por lo que los cultivos se cosecharon entre las 24 y 48 horas posteriores a

su inicio, previo a la extraccion (Ding et al., 2017).
2.2.2. Extraccion de ADN bacteriano y Analisis de Calidad

Para la extraccion del ADN se utilizé el kit de Qiagen “QIAamp DNA Mini Kit”.
Se siguio el protocolo descrito por el fabricante que se basa en métodos de extraccion por
columnas y membranas de silice. Los resultados de dicha extraccion se corroboraron por
medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2% con el fin de corroborar la calidad del
ADN extraido (Lee et al., 2022). Adicionalmente, se cuantific el ADN para asegurar una
buena concentraciéon del material. Este proceso fue llevado a cabo por medio del
fluorometro Thermo-Fisher Qubit 2.0 y su kit comercial de calibracion y cuantificacion

Qubit dsDNA BR Assay.
2.2.3. Secuenciacion

Por ultimo, el material genético extraido fue secuenciado con técnicas de NGS. El
genoma fue secuenciado por medio de la tecnologia de Illumina MiSeq. Este proceso fue
llevado a cabo por parte de la empresa BioSequence; que mantiene un flujo de trabajo
basado en el analisis de calidad del material genético, seguido de la preparacién de librerias,

y por ultimo, la secuenciacion (BioSequence, 2024).
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3. Fase Dry Lab

3.1. Analisis Bioinformatico

Los archivos resultantes de secuenciacion, FASTQ, fueron cargados a la plataforma
de Galaxy (Abueg et al., 2024), en la cual se realizd un andlisis de calidad de la
secuenciacion. Posteriormente, se procedid a realizar un trimado para eliminar las
secuencias de mala calidad, utilizando la herramienta Trimmomatic (Bolger et al., 2024).
Seguidamente, se realizd un ensamblaje de novo utilizando SPAdes (Prjibelski et al.,
2020), y como resultado se obtienen las secuencias del genoma completo de la muestra en
formato FASTA. Por ultimo, los resultados se evaluaron en Quast (Gurevich et al., 2013)
para comprobar una calidad de ensamblaje adecuada. Con el fin de analizar las proteinas
presentes en la secuencia y su funcion, se utilizo la herramienta Prokka (Seemann, 2014)
y ABRicate (Seemann, 2016), usando CARD (Jia et al., 2016) y Resfinder (Zankari et al.,
2012) como bases de datos; disponibles en la plataforma de Galaxy (Berwa & Caspar,
2024). Los resultados fueron organizados y filtrados por medio de programacion en R.
Posteriormente se evaluaron los genes uno por uno para seleccionar unicamente aquellos
que corresponden a resistencias antimicrobianas o virulencia bacteriana; esto se realizd

utilizando la herramienta de UniProt (The UniProt Consortium, 2024).

Para determinar con certeza la naturaleza genémica de las resistencias, se realizd
un analisis bioinformatico utilizando el pipeline de Roary (Page et al., 2015); herramienta
bioinformatica que compara genomas ¢ identifica genes centrales (intrinsecos) y accesorios
(adquiridos) de las muestras. Por parte de la determinacién de clonalidad, se realizaron dos
metodologias de tipificacion con alta capacidad de identificacion de relacion génica (Simar
et al., 2021). En primer lugar, se evaluaron los genes constitutivos estindar para la
identificacion de secuencias de multiples locus en Enterobacter cloacae (dnaA, fusA, gryB,
leuS, pyrG, rplB, rpoB) (Miyoshi-Akiyama et al., 2013). Se tom6 como base a este
microorganismo al tener caracterizacion en la base de datos de MLST, misma que

E.ludwigii no la tiene. La seleccion de este microorganismo se basa en su proximidad con
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Enterobacter ludwigii, pues forman parte del complejo de Enterobacter cloacae (ECC)y
comparten una alta similitud genética. El andlisis se realiz6 en la herramienta MLST
disponible en Galaxy (Seeman, 2025). La herramienta de FastANI (Jain et al., 2018)
permitié el alineamiento comparativo en el cual se obtiene un indice porcentual de
identidad nucledtida promedio. Un porcentaje mayor a 95% indica bacterias de la misma
especie, mientras que un valor superior al 99% indica clonas genéticas (Busch et al., 2020;
Konstantinidis & DeLong, 2008). Por otro lado, se realiz6 un analisis filogenético con base
en SNPs con el fin de confirmar la clonalidad bacteriana entre estas muestras. Para ello se
utilizaron las siguientes herramientas: Snippy para identificaciéon de SNPs en comparacion
a un genoma de referencia (Seeman, 2015), Snippy-Core para la union de los archivos
(Seeman, 2015), y IQ-TREE para la construccion del arbol filogenético (Minh et al., 2020).
El genoma de referencia usado fue descargado de la base de datos del NCBI, con el codigo

de acceso GCF_001750725.1 _ASM175072vl1.

A continuacion, la figura 7 resume de manera grafica la metodologia aplicada
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Figura 7. Metodologia para aislamiento y andlisis de muestras bacterianas resistentes a antibioticos
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RESULTADOS

En cuanto al primer cultivo bacteriano, se evidencié un crecimiento en el 83,33%
de las placas de agar. A nivel general, las placas que no tuvieron crecimiento son aquellas
de agar MacConkey con cefepime, en las cuales el 50% no obtuvieron resultados positivos.
Por parte del agar XLD y agar sangre, todas las muestras presentaron crecimiento de
distintas colonias bacterianas. Los cultivos mostraron una variedad de colonias en cada
placa de agar sangre, que en promedio tenian tres colonias morfolégicamente distintas.
Adicionalmente, el recuento demostré un promedio de 326 U.F.C/mL en referencia a
mesofilos aerobios, los datos por muestra son expuestos en la figura 8. En cambio, en los
cultivos en XL.D se observé en su mayoria, un crecimiento sin colonias aisladas. Por este
motivo, las colonias se volvieron a aislar en agar MacConkey junto con un disco de
antibiograma a de meropenem. Posterior a la realizacion del andlisis morfologico de las
colonias cultivadas en agar sangre, se seleccionaron aquellas bacterias que presentaban las
caracteristicas morfologicas de interés; se seleccionaron doce colonias. De los cinco
cultivos re-aislados, en tres se observo un crecimiento de colonias aisladas dentro del halo

de inhibicion. En total se seleccionaron 15 cultivos de interés para ser procesados.
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Figura 8. Recuento de colonias bacterianas en medios XLD, MacConkey + Cefepime, Agar Sangre + Colistina

Las tinciones de Gram revelaron que, de las 15 muestras de interés, 5 eran
levaduras; de las cuales cuatro provenian de colonias que crecieron en agar MacConkey
con cefepime. A estas 4 muestras se sumo una colonia adicional que también resulto ser

levadura y que habia crecido en una placa de agar sangre. Por lo tanto, todas las muestras
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que crecieron en agar MacConkey con cefepime fueron descartadas debido a que se

trataban de levaduras. Adicionalmente, dos muestras que inicialmente demostraron
caracteristicas de interés, resultaron ser cocos Gram positivos; y por tanto no demostraban
resistencia a colistina. Después de las tinciones, se seleccionaron 8 colonias de distintas
muestras para ser procesadas. No obstante, una de las colonias que inicialmente creci6 en
agar sangre no tuvo los resultados esperados con relacion al crecimiento en agar
MacConkey y, a pesar de ser Gram negativa, fue descartada al no cumplir con las

caracteristicas de organismos de interés.

Figura 9. Tinciones Gram. A la izquierda el resultado de Gram negativos, en el centro Gram positivos, y en la derecha

levaduras

Tabla 3. Seleccion de muestras a partir de tincion Gram y caracteristicas microscopicas

Muestra Tincion Criterio de Seleccion Procesamiento
ON-CAR _SAL-L-1-C | Bacilos negativos Si
ON-CAR _SAL-L-1-D | Bacilos negativos Si
ON-CAR-ESP-L-3-A | Levaduras No
ON-ING-CEV-L-4-D | Bacilos negativos Si
ON-ING-CEV-L-4-F | Bacilos negativos Si
ON-ING-CEV-L-4-E | Levaduras No se procesan las muestras que resultaron No
ON-ING-ESP-L-5-D | Bacilos negativos No se proceslaerjell:surrrillslestras que se Si
ON-ING-ESP-L-5-H | Levaduras sospechaba eran resistentes a colistina y No
ON-ING-ESP-L-5-1 | Bacilos negativos resultaron ser Gram positivos Si
ON-ING-AJI-L-6-4 | Cocos Positivos 1O 5€ proces:;;f“;\‘/f;ﬁ?;ﬁ‘:y“" crecen en No
ON-ING-AJI-L-6-C | Bacilos negativos No
ON-ING-AJI-L-6-D | Cocos Positivos No
ON-ING-AJI-L-6-FE Levaduras No
ON-ING-AJI-L-6-F | Levaduras No
ON-ING-AJI-L-6-G | Bacilos negativos Si

Una vez seleccionadas, las 7 colonias de interés se realizaron pruebas de

antibiograma. Se descartaron 2 muestras que demostraron sensibilidad a la mayoria de los
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antibidticos. De las 5 cepas restantes, 3 demostraron resistencia tanto a cefoxitina y

amoxicilina + acido clavulanico; mientras que una de las cepas bacterianas mostrd
resistencia a todos los antibidticos y la otra cepa restante fue sensible unicamente a
meropenem. Adicionalmente, una de las muestras demostrd positividad en la prueba de
sinergia de doble disco. Se complement6 a las pruebas de susceptibilidad con un andlisis
de la concentracion inhibitoria minima de la colistina. Al sembrar las bacterias en
concentraciones de 0.5, 1,2,4, 6 y 8 ng/mL, se evidencio que 4 de las 5 bacterias evaluadas
mantenian una resistencia a la colistina. La colonia sobrante es aquella que presenta
multiples resistencias en antibiograma. Con base en esta informacion, se seleccionaron las
5 cepas para andlisis por secuenciacion. La figura 10 y 11 a continuacion demuestran las
resistencias encontradas en cada cepa, tanto en antibiogramas como en analisis de MIC;
mientras que la tabla 4 expone las mediciones de los halos de inhibicién en comparacion

al minimo establecido por el CLSI.
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Figura 10. Heatmap de sensibilidad y resistencia en antibiogramas

Figura 11. Heatmap de sensibilidad y resistencia en andlisis de concentracion inhibitoria minima de colistina
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Tabla 4. Medicion de diametros en milimetros de pruebas de susceptibilidad a antibioticos. S - susceptible; R -
resistente

Muestra IMP MEM AMC FOX FEP

ON-CAR-SAL-L-1-C 27 mm S 34 mm S 8 mm R 11 mm R 33 mm S
ON-ING-CEV-L-4-D 8 mm R 15 mm R 6 mm R 8 mm R 14 mm R
ON-ING-CEV-L-4-F 26 mm S 30 mm S 9 mm R 10 mm R 32 mm S
ON-ING-ESP-L-5-D 28 mm S 30 mm S 6 mm R 7 mm R 30 mm S
ON-ING-ESP-L-5-1 18 mm R 22 mm S 6 mm R 6 mm R 15 mm R

Adicionalmente, se realizaron baterias bioquimicas con el fin de conocer las
identidades posibles de la bacteria. Los resultados son mostrados en la tabla 4 a
continuacion. Para las 5 bacterias se seleccionaron 2 identidades que coinciden con los
resultados de identificacion fenotipica. Tanto para la muestra de salsas de la Carolina, como
para las muestras de cevichocho y espumilla del parque Inglés se presume que la bacteria
podria tratarse de Enterobacter aerogenes, o Serratia marcescens. Estas identidades
coinciden con el patron de coloracion y crecimiento en el agar MacConkey, pues Serratia
es un bacilo Gram negativo no fermentador, y por tanto demuestra un medio de color
amarillento y colonias beige. Por otro lado, Enterobacter spp. es un fermentador lento de
lactosa, por lo que inicialmente, demuestra colonias incoloras, que después de 48 horas
empiezan a mostrar su coloracion rosa claro; es importante esperar mas de 72h para
descartar la posibilidad de un fermentador lento (Mazumder et al., 2022). Sin embargo, en
comparacion con el BLAST de la secuencia de dichas muestras, se observa que las
identidades seleccionadas no coinciden, pues se identifica a la bacteria como Enterobacter
ludwigii. Esto se debe principalmente a que esta bacteria resultante no se encuentra
detallada dentro de las tablas en la literatura de Koneman; aunque los autores sugieren que
tanto Enterobacter aerogenes, y Enterobacter ludwigii son muy similares entre si y
acostumbran a ser confundidas con otras especies de Enterobacter (Procop et al., 2017).
En este sentido se hace referencia al complejo Enterobacter cloacae (ECC), que trata de
un conjunto de clados filogenéticos en el cual se agrupan subespecies de Enterobacter
filogenéticamente similares, y que por tanto, mantienen patrones de resistencia, virulencia

y tropismos infecciosos estrechamente conectados (Godmer et al., 2021). Es por este
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motivo, que se consulto en el articulo de Hoffmann et al., (2005) y Zhang et al., (2018), en

donde se detallan los resultados de baterias bioquimicas y las pruebas clave que sustentan
la identificacion eficaz de este grupo bacteriano. En referente a los resultados se evidencia
una concordancia entre los resultados bioquimicos obtenidos en comparacién con los
resultados de Zhang et al., (2018). Asimiso, Hoffmann et al., (2005), sugiere la realizacion
de las pruebas de myo-inositol, 3-0-metil-d-glucopiranosa para la correcta diferenciacion
de esta bacteria en comparacion con otras bacterias del ECC; mismas que no se realizaron

debido a la disponibilidad de recursos.

La otra colonia de cevichocho del parque inglés coincide parcialmente con los
perfiles bioquimicos de Serratia marcescens bio group 1 o Serratia plymuthica. Ademas,
las identidades probables demuestran coincidencias fenotipicas con las caracteristicas de
las colonias observadas en MacConkey; correspondientes a bacterias que no fermentan
lactosa. Sin embargo, en comparacion con la identidad bacteriana resultante del BLAST
de secuencia, estas identidades no concuerdan. La bacteria identificada por medio de
andlisis de secuenciacion es Stenotrophomonas maltophilia. Esta no se trata de un
Enterobacteral, sino pertenece a la familia Xanthomonadaceae y la identificacion
bioquimica debe ser orientada a pruebas bioquimicas especificas para bacilos Gram
negativos no fermentadores. La prueba de oxidasa es el examen rutinario para diferenciar
entre estos grupos: los no fermentadores frecuentemente son oxidasa positivos; y los
Enterobacterales suelen ser oxidasa negativos (Parmeland et al., 2021). No obstante, el
libro Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology (Procop et al.,
2017) especifica que S.maltophilia se trata de una oxidasa negativa, en consecuencia su
identificacion resulto particularmente dificil. En vista del resultado negativo, se realiz6 una
identificacion con pruebas bioquimicas enfocadas hacia Enterobacterales; y es por este
motivo que la identidad bacteriana resultante entre baterias bioquimicas y la secuenciacion
tuvo una diferencia significativa. Sin embargo, en comparacion con fuentes bibliograficas,

se puede observar una coincidencia de 7 de los 11 resultados bioquimicos.
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Por parte de la segunda colonia que crecio de la espumilla del parque Inglés, a partir

de los resultados de oxidasa positivo, se determina que es una bacilo Gram negativo de tipo
no fermentativa; esta caracteristica coincide con las caracteristicas fenotipicas del cultivo
de estas en MacConkey (Jung & Hoilat, 2024). Sin embargo, por temas de disponibilidad
de recursos, se realizaron las mismas pruebas aplicadas a las anteriores muestras, por lo
que las pruebas no fueron apropiadas o suficientes para identificar una bacteria de este
grupo con certeza. No obstante, los resultados de BLAST de secuenciacion revelan que la
identidad bacteriana se trata de Pseudomonas fluorenscens. Revisando la literatura
publicada sobre su caracterizacion bioquimica, se determina que la bacteria mantiene una
alta variabilidad metabolica, y mantiene una falta de patrones establecidos para su correcta
identificacion por métodos bioquimicos. Por este motivo, es facil su confusioén con otras
bacterias del género Gammaproteobacteria. A pesar de ello, se consultd bibliografia
externa en la cual se observa que los resultados de citrato, oxidasa, catalasa y Voges-
Proskauer, coinciden con lo indicado con (Nepali et al., 2018; Tasi¢ & Janji¢, 2022; Tohya
et al., 2022); mientras que lisina, motilidad y rojo metilo no. A continuacion, se puede
observar en la tabla 5, las pruebas bioquimicas realizadas y su comparacion con la bacteria

1dentificada con secuenciacion.

Tabla 5. Resultados de pruebas bioquimicas por muestra en comparacion a resultados previamente reportados

Muestra / Resultados Bioquimicos Referencia
Identidad . T . . "
Bacteriana Oxidasa Catalasa Lisina Citrato  Urea Sulfito indol Rojo Voges-
Descarboxilasa de motilidad Metilo Proskauer
. simmons
LIA GAS H2S IND MOT
QN-CAR-SAL-L- - + - + - - - + T T
1-C
Enterobacter - + - + + - - - + - + (Hoffmann
ludwigii etal.,
2005)
QN-ING-CEV-L- - + + - - - - - + +
4-D
Stenotrophomonas + + + - - - - + - - (Adegoke,
maltophilia etal.,
2017)
QN-ING-CEV-L- - + - + + - - - + + +

4-F
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Enterobacter - + - + + - - - + - + (Hoffmann

ludwigii etal.,
2005)

QN-ING-ESP-L- - + - + + - - - + + +

5-D

Enterobacter - + - + + - - - + - + (Hoffmann

ludwigii etal.,
2005)

QN-ING-ESP-L- + + + + - - - - + -

5-1

Pseudomonas + + - + - - - + - - (Tohya et

fluorescens al., 2022)

En referente a la extraccion de ADN, esta fue realizada con éxito, obteniendo una
buena concentracion de las 5 muestras. La concentracion mas baja fue de 190 ng/mL;
mientras que la mas alta fue de 418 ng/mL. A continuacién, la tabla 6 presenta las
concentraciones resultado de las muestras extraidas. La calidad y condicién de las muestras
se comprobaron por medio de electroforesis. Las muestras demostraron bandas claras y
definidas. Adicionalmente, se observo que todas las bandas recorrieron la misma distancia;
y se estima que el contenido total de ADN se encuentra por encima del ladder utilizado de
1Kb. En general, se evidencid una extraccion efectiva con las condiciones apropiadas para

la secuenciacion.

Tabla 6. Resultados de concentracion de ADN por muestra

Muestra Concentracion de ADN (ng/ul)
ON-CAR-SAL-L-1C 197
ON-ING-CEV-L-4D 418
ON-ING-CEV-L-4F 190
ON-ING-ESP-L-5D 244
ON-ING-ESP-L-51 370

Todos los archivos de secuenciacion FASTQ obtuvieron una calidad promedio
inicial superior a 30 en PHRED Score. Una vez realizado el trimaje, la calidad supero dicho
puntaje, indicando una excelente calidad. Asimismo, el ensamblaje de novo que fue

utilizado para la obtencion de secuencias de genoma completo obtuvo una calidad de
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ensamblaje alta. Respecto a la anotacion funcional, se encontraron alrededor de 4000 a

5000 genes por muestra, de los cuales, aproximadamente 116 correspondian directamente
a genes de resistencia antimicrobiana. Las identidades bacterianas que se confirmaron por
medio de BLAST (Altschul et al., 1990), estas son: Pseudomona fluorenscens,
Stenotrophomona maltophilia, y Enterobacter ludwigii. Esta iltima se destaca como una
bacteria presente en ambos parques; encontrandose en diferentes sitios de muestreo y

comida variada.

En general, se encontraron genes de resistencia correspondientes a los cuatro
mecanismos de RAM. Los genes de resistencia multiple se tratan principalmente de
sistemas de eflujo que expulsan multiples antibidticos fuera de la célula; como lo son
AcrAB-TolC; 0gxAB; mexAB-OprM; EmrAB-TolC; MdtABC; y otros que se encuentran
detallados en la tabla 7, en conjunto con los maultiples antibidticos que
expulsan. Asimismo, se encontraron resistencias mediadas por porinas que impiden la
entrada de antibidticos al microorganismo, tal es el caso de las porinas OprD y OprM,
conocidos como uno de los principales mecanismos de resistencia a carbapenémicos en
pseudomonas (Silverio et al., 2022). Las modificaciones de sitios diana se enfocan
principalmente en genes de resistencia a colistina, como es el caso de la modificacion del
lipido A, y también los genes tipo PBP que alteran el sitio de union de las penicilinas. Por
ultimo, se encontraron enzimas que inactivan antibioticos, tales como los genes tipo bla,
blal, blh, ampC, p.ACT-12y la L1-betalactamasa. La figura 13 demuestra todos los genes
de resistencia antimicrobiana encontrados en las muestras; mientras que la figura 12
destaca aquellos que son mas relevantes para el contexto de RAM en comida callejera del

DMQ norte.
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Figura 12. Genes de resistencia con mayor relevancia por muestra

Tabla 7. Sistemas de eflujo y los antibioticos que expulsan
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Sistema de eflujo

Antibioticos

Referencia

AcrAB-TolC Ciprofloxacino, acido nalidixico, cloranfenicol, tetraciclina, (Yamasaki et al.,
novobiocina, fusidico, aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, eritromicina, 2023)
amoxicilina, ceftriaxona, ampicilina, acriflavina, tobramicina, colistina.

AcrEF-TolC Eritromicina, novobiocina, tetraciclina, cloranfenicol, acido nalidixico, (Yamasaki et al.,
norfloxacino. 2023)

0qxAB quinoxalinas, quinolonas, tigeciclina, nitrofurantoina, cloranfenicol, (Lietal., 2019)
sulfametoxazol

MexAB-OprM Quinolonas, macrolidos, tetraciclinas, lincomicina, cloranfenicol, (Yamasaki et al.,
novobiocina, sulfonamidas, trimetoprima, B-lactamicos (excepto 2023)
imipenem).

mfdA Cloranfenicol, doxorrubicina, norfloxacino, tetraciclina (Huang et al.,

2022)

SmeABC Quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, aminoglucésidos,  (Adegoke et al.,
B-lactdmicos 2017)

SmeDEF Quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, aminoglucésidos,  (Adegoke et al.,
B-lactamicos 2017)

EmrAB-TolC Macrolidos, quinolonas, cloranfenicol, colistina y otras polimixinas (Zack et al., 2024)

MdtABC Oxacilina, cloxacilina, fafcilina, novobiocina, desoxicolato, B-lactimicos (Yamasaki et al.,

2023)

MdtK Acriflavina, doxorrubicina, norfloxacino, ciprofloxacino, estreptomicina, (Bay et al., 2017)
acido fusidico

MacAB Macrélidos, protoporfirina, rifampicina (Zack et al., 2024)

TtgABC Ampicilina, carbenicilina, tetraciclina, acido nalidixico y cloranfenicol (Teran et al., 2003)

YbhFSR Tetraciclinas (Feng et al., 2020)
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52 por Muesira

Figura 13. Genes de resistencia encontrados por muestra
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En conjunto, se encontraron resistencias a 15 grupos de antibidticos mediados por

diferentes mecanismos y genes. Estos son: beta-lactamicos (incluyendo cefalosporinas de
cuarta generacion |y carbapenémicos), polimixinas, antibidticos peptidicos,
aminoglucoésidos, macroélidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, anfenicoles,
antimicrobianos  nitroimidazolicos, tetraciclinas, estreptograminas, antraciclinas,
estreptotricinas, inhibidores de quinona y otros antibitticos individuales como bacitracina,
biciclomicina, fosfomicina, fosfomidomicina, rifampicina y gramidacina. Las resistencias

que corresponden a cada muestra son mostradas en la figura 14 a continuacion.
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Figura 14. Resistencia antibiotica por muestra; 1 - QN-CAR-SAL-L-001-C; 2 - QN-ING-CEV-L-004-D; 3 - ON-ING-
CEV-L-004-F; 4 - ON-ING-ESP-L-005-D; 5 - ON-ING-ESP-L-005-1

Entre otros genes destacados se encontraron en promedio 321 genes de virulencia,
y 9 genes correspondientes a elementos de movilidad genética por muestra. El pipeline de
Roary (Page et al., 2015) permitié la obtencion del pangenoma; es decir los genes basicos
y esenciales de un mismo clado filogenético o genes intrinsecos bacterianos. Los genes
fuera del pangenoma son aquellos que no corresponden al genoma basico y por tanto se
adquirieron por medio de transferencia genética (Bello-Lopez et al., 2019). La tabla 8
demuestra la cantidad de genes en total por muestra clasificados con respecto a su

naturaleza gendmica. Por otro lado, se encontraron resistencias a metales pesados,
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compuestos toxicos, antisépticos, fArmacos e incluso bacteriéfagos. Con respecto a los

genes de virulencia, se encontraron defensas contra especies reactivas de oxigeno,
evasiones del sistema inmune del huésped, modificaciones de lipopolisacaridos y
membrana, sider6foros, fimbrias, flagelos y otros elementos de adhesion y motilidad,
produccion de biofilm y genes para percepcion de cudrum. Los genes de virulencia mas
representativos entre las muestras bacterianas son descritos en la tabla 9 a continuacion.
Paralelamente, se evidencian genes que median la secrecion de compuestos citotoxicos
para las células del huésped y/o a otras colonias bacterianas; como es el caso de las
muestras 1, 3, 4 que tienen la capacidad de producir antimicrobianos como la colicina V
(cvpA), mitomicina (mmcR); y la muestra 5 produce dapdiamida (ddaF’), gramicidina
(lgrD_1, IgrB 1), nebramicina (fobZ), y plipastatina (ppsA_2). Las figuras de anexos 1, 2,

3 y 4 detallan los genes encontrados para virulencia y otros tipos de resistencia.

Tabla 8. Cantidad de genes intrinsecos y adquiridos por muestra

Muestra Especie  Genes Intrinsecos  Genes Adquiridos
ON-CAR-SAL-L-1C Enterobacter Ludwigii 4076 110
ON-ING-CEV-L-4D | Stenotrophomonas maltophilia 3364 600
ON-ING-CEV-L-4F Enterobacter Ludwigii 4060 114
ON-ING-ESP-L-5D Enterobacter Ludwigii 4060 115
ON-ING-ESP-L-51 Pseudomonas fluorescens 4736 505

Tabla 9. Genes de virulencia mas representativos de los aislados bacterianos

Tipo Genes de virulencia
Especies reactivas de | sodA4, sodB, sodC, katG, katE, oxyR, ahpD, ahpC 1, ahpF,
oxigeno grxA, grxC, grxD, srpA, hmp, ohrB, egtA, cnoX, sigJ 1, dps,

nrdH, yaaA, bhsA, gpx1, slyB, perR

Evasion del sistema | vgrGl, eco, hha, igaA, loiP, pmbA, tldD, gspD, pla, etp, wzb,
inmune del huésped phoQ, rpoS, mprA_1, gseC, wzzB, mliC, yfhM , cpdB , ogl ,
secM, tisB, prsE 1, epsE, ureC, ureB, ureA, gacC, socA, cvfB,
ddaF, dns, shlA, shiB, ivy, aprA 1, mqsR, inh, xpsD, nucH,
higB-2 1, vapC
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Modificacion de | kdsC, waaA, kdsB, arnE, arnF, bepA, nagZ, ripA, IpxT, IpxL,
membrana y | pagL, IpxB, rfaG, rfaP, ais, IptB, IptF, IptG, IptA, IptC, rfaC,
lipopolisacaridos hel, IspA, lolD, lolE, IptE, IptD, mitB, mitD, mitF, blc, slyB,

mip, ompP1, pal, gmhA, rclR, tamA, lpxD, IpxC, arnB, arnT,
arnC) y sideroforos (entA, ybdZ, entS, entB, entD, entE, entF,
fes, iutA, fepC, fepE, fepD, fepG, fhuAd_1, fcuA, fepA, fepB, fieF,
fhuE, efeO, fhuC, fhuB, fhuD 1, iscA, feuC, entC, menF, yqjH,
yusV, yfiZ, sbnD 1

Sideroforos entA, ybdZ, entS, entB, entD, entE, entF, fes, iutA, fepC, fepE,
fepD, fepG, fhuAd_1, fcuA, fepA, fepB, fieF, fhuE, efeO, fhuC,
fhuB, fhuD_1, iscA, feuC, entC, menF, yqjH, yusV, yfiZ,
sbnD 1

Fimbrias, flagelos y | fliCl, fIgE, fliG, motA, motB, flil, ycgR, flhC, fIhD, flgM,
otros elementos de | pilQ, outO, pilT, fimA 1, fimD_1, ecpA, ecpD, mrkD, IpfA_1,
adhesion y motilidad | caflA, mrpA, csgA, csgB, csgC, csgE, csgF, csgG, gbpA, pliA
Biofilm algA 1, algF, algK, algX, algE, algG, algJ, dgcM, dgcN,
dgcP, vdcA, dgcC, dgcE, dgcQ, dgcT 1, pdeA, pdeB, pdeC,
pdeD, pdeG, pdeK, pdeN, rpfG, bdcA, bdIA_1, alyA, bigR,
bigR 1, bssS, algB, kinB, mucA, mucB, tabA

Percepcion de cudrum | [uxS, IsrB, IsrC, IsvD, IsrK, IsrR, pvdQ, quiP 1, attM, ytnP,
anol, sdiA, sdid_1, rpaR, gseG, tsr_1, tar, trg 1, tap 1, pctC,
ctpL, mepS, pctA, pomA, cheR?2

Adicionalmente, el andlisis bioinformatico revelo6 varias familias de transposones y
secuencias de insercion relacionados con la transferencia de genes de resistencia entre
comunidades bacterianas. Igualmente, se distinguieron genes asociados a proteinas de
transferencia de genes y de competencia, estos son ComM, Mbec y VirD4. ComM le da la
capacidad al microorganismo de realizar transformacion bacteriana al capturar ADN
extracelular e incorporarlo a su propio genoma, VirD4 facilita la conjugacién por medio
de pili y Mbec se relaciona a la movilizacion de plasmidos especificos durante el proceso
de conjugacion (De La Cruz et al., 2010; Nero et al., 2018a). Estos elementos de movilidad
genética se encuentran detallados por muestra en la tabla 10, en la cual se observa los

transposones o secuencias de insercion y sus familias.



Tabla 10. Elementos de movilidad genética por muestra

Muestra Elemento de Movilidad Genética Familia

QN-CAR-SAL-L-1C 1S1222 1S3
Tnl10 TetC Tn3
ISSsu9 IS1595
ISRaql IS3
ISSen4 1S3
ISSpr2 1S3
ComM

QN-ING-CEV-L-4D ISRsol6 1S3
ISPa43 Tn3
ISBsp7 IS1595
ISXac4 1S3
IST3091 1S30
ISStmall ISL3
TnAsl Tn3
Tn10 TetC Tn3
VirD4

QN-ING-CEV-L-4F 1S1222 1S3
Tn10 TetC Tn3
ISRaql 1S3
ISSen4 1S3
ISSsu9 1S1595
ComM

QN-ING-ESP-L-5D 1S1222 1S3
Tn10 TetC Tn3
ISRaql 1S3
ISSen4 1S3
ISSpr2 1S3
ISSsu9 IS1595
ComM

QN-ING-ESP-L-51 ISBsp7 IS1595
ISBmu3 1S21
ISPpu7 1S21
ISPenl 1S4
ISPpu8 IRZ
ISPpul3 1S66
ISYps3 Tn3
TnXax1 Tn3
Tn10 TetC Tn3

ComM




46
Por ultimo, se realizd el analisis de pangenoma, en el cual utilizando Roary (Page

et al., 2015) se pudieron observar aquellos genes que fueron adquiridos y otros que son
propios o intrinsecos de cada bacteria. Se identifico que en todas las muestras, la mayoria
de genes adquiridos se trataban de genes de virulencia, o resistencias antimicrobianas o a
metales pesados. Particularmente, resulta de interés la comparacion genética entre las
muestras de Enterobacter ludwigii del parque la carolina y el parque Inglés, provenientes
de distintos tipos de comida. Se puede evidenciar que las bacterias poseian genes
adquiridos estrechamente similares entre si, aunque se pueden notar pocas diferencias entre
la muestra del parque La Carolina y las muestras del parque Inglés. El alineamiento con
FastANI (Jain et al., 2018) demuestra que las bacterias de la muestra de salsas de la
carolina, y la muestra de cevichocho del parque Inglés, coinciden en un 99.9982% de su
genoma; la muestra de salsas de la carolina y la muestra de espumilla del parque Inglés
coinciden en 99.9979%; y las muestras de cevichocho y espumilla del parque Inglés
coinciden en 99.9939% en su genoma. Adicionalmente, el andlisis de MLST en Galaxy
(Seemann, 2025) revela una coincidencia del 100% en los alelos de genes constitutivos, tal
como se ve en la figura 15. Por ultimo, el analisis filogenético basdndose en SNPs
demuestra una alta similitud entre las muestras en comparaciéon con el genoma de
referencia; los datos exactos sobre las distancias filogenéticas son descritos en la tabla 11.
Como resultado, se obtuvo el arbol filogenético de la figura 16, en donde el outgroup se

trata de un genoma de referencia para E./udwigii con el codigo de acceso ASM175072v1.

Column 1 Column 2 Column 3 Column 4 Column 5 Column 6 Column 7 Column 8 Column 9 Column 10
Prokka on data 38: fna ecloacae - dnaA(15) fusA(217) gyrB(126) leuS(2) pyrG(2) rplB(2) rpoB(14)
Prokka on data 42: fna ecloacae - dnaA(15) fusA(217) gyrB(126) leuS(2) pyrG(2) rplB(2) rpoB(14)
Prokka on data 46: fna ecloacae - dnaA(15) fusA(217) gyrB(126) leuS(2) pyrG(2) rplB(2) rpoB(14)

Figura 15. Resultados de MLST con respecto a alelos de genes constitutivos. Los codigos de nombre asignados por
Galaxy corresponden a las muestras de la siguiente forma: Prokka on data 38 - ON-CAR-SAL-L-1C, Prokka on data
42 - ON-ING-CEV-L-4F, Prokka on data 46 - ON-ING-ESP-L-5D
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Genoma de Referencia ASM175072V1

| QN-ING-CEV-L-4F

QN-ING-ESP-L-5D

1QN-CAR-SAL-L-1C

Figura 16. Arbol filogenético a base de SNPs en comparacién con genoma de referencia ASM175072V1

Tabla 11. Distancias filogenéticas basdandose en SNPs entre muestras de E.ludwigii y genoma de referencia

ASM175072V1
ASM175072V1 ON-CAR-SAL-L-1C ON-ING-CEV-L-4F ON-ING-ESP-L-5D
ASM175072V1 | 0.0 3.4595535 3.4797805 3.48619667
ON-CAR-SAL-L-1C | 3.4595535 0.0 0.0066349 0.0058251
ON-ING-CEV-L-4F | 3.4797805 0.0066349 0.0 0.0020672
ON-ING-ESP-L-5D | 3.48619667 0.0058251 0.0020672 0.0
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DISCUSION

Los hallazgos demuestran la presencia de genes de resistencia antimicrobiana en
bacterias aisladas de la comida callejera del norte del DMQ. Se evidencia una alta
prevalencia de genes de resistencia a betalactamicos, tetraciclinas, polimixinas y
macrolidos; asi como mecanismos de resistencia a multiples antibioticos. Estos resultados
sugieren que la comida callejera puede ser un reservorio de microorganismos resistentes y
genes de resistencia, lo que tiene grandes impactos en la salud publica (Verraes et al.,
2013). Adicionalmente los resultados alertan sobre la contaminacion de la comida callejera
del norte del DMQ por parte de microorganismos patdgenos oportunistas, mismos que se
caracterizan por acumular GRAs en ambientes altamente expuestos a antibidticos y
bacterias multirresistentes y diseminarlos a otras especies bacterianas (von Wintersdorff et
al., 2016). Este tipo de organismos se encuentran con facilidad en la microbiota
hospitalaria, en efluentes hospitalarios, en plantas de tratamiento de agua y en llaves de
agua y tuberias; sefialando a los cuerpos de agua residuales como una de las principales
fuentes de contaminacion de la comida callejera (Brooke, 2012; Scales et al., 2014; Davin-

Regli et al., 2019)

Es fundamental notar la identificacion de transposones, secuencias de insercion y
otros elementos que facilitan la transferencia genética. Se evidencia una alta frecuencia de
elementos de movilidad genética por la cual estos microorganismos pueden adquirir y
distribuir genes de resistencia antimicrobiana a otras especies bacterianas (Partridge et al.,
2018). En el contexto de la comida callejera y el ambiente urbano, la co-presencia de
bacterias resistentes facilita la transferencia de estos elementos, lo que puede generar cepas
con resistencia multiple (Huijbers et al., 2015). En este sentido se establece una
problematica sobre la transferencia horizontal de genes de resistencia entre las bacterias
presentes en la comida callejera a otras bacterias con mayor capacidad de infeccion o con
alta relevancia clinica. Adicionalmente, la transferencia de genes de resistencia puede
ocurrir con bacterias propias de la microbiota intestinal, que posteriormente pueden causar

disbiosis o infecciones resistentes (Huddleston, 2014). Se determina a la comida callejera
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contaminada como un medio para la transferencia de genes y como un vehiculo de

diseminacion de bacterias multirresistentes con la capacidad de provocar brotes infecciosos

(Nguyen-Viet et al., 2017).

Asimismo, los genes de resistencia adquiridos se identificaron mediante analisis
bioinformatico. Los resultados indican cuéles genes son propios de la bacteria y cuéles se
han transferido; de esta forma se sefialan aquellos genes de diseminacion epidémica rapida
(Partridge et al., 2018). Sin embargo, es importante mencionar que algunos genes
intrinsecos si pueden ser movilizados por medio de transposones, por lo que es necesario
realizar la vigilancia activa de los genes con mayor frecuencia y capacidad de diseminacion
(von Wintersdorff et al., 2016; Martinez et al., 2015) Aquellos GRAs que se encuentran en
muestras ambientales deben ser altamente vigilados, pues al estar presentes fuera de
ambientes hospitalarios y circulando en poblaciones humanas, animales y ambientales, son
considerados comunitarios. Esto significa que estos genes se encuentran en constante
diseminacion, creando un ciclo continuo de generacion de resistencia (Hernando-Amado

etal., 2019).

1. Contextualizacion de resultados en el panorama cientifico actual

Las muestras de E. ludwigii encontradas tanto en La Carolina como en el parque
Inglés muestran perfiles genéticos consistentes a lo reportado anteriormente en la literatura.
El analisis genético reveld genes caracteristicos de esta especie acerca de sus mecanismos
de resistencia intrinsecos; entre ellos, ampC, ampD, ampH y ampR. Especificamente la
betalactamasa 5. ACT-12 se encontr6 en las muestras uno y cuatro; se trata de una
betalactamasa caracteristica de las cepas bacterianas del género Enterobacter de tipo
ampC. Lo indicado se alinea con los hallazgos de Annavajhala et al. (2019) que reportaron
resistencias por medio de betalactamasas ampC como el principal mecanismo de
resistencia de E. ludwigii. Los genes de bombas de eflujo (AcrAB-TolC, EmrAB-TolC,
YbhFSR, OgxAB, y mdtA) son consistentes con lo reportado por Davin-Regli et al. (2019).

Este estudio caracteriza a las especies de Enterobacter como resistentes a polimixinas y



50
penicilinas por medio de estas bombas de eflujo. Asimismo, la baja permeabilidad por parte

de porinas alteradas (ompC'y ompF) contribuye a la resistencia a antibioticos (Fernandez

& Hancock, 2012).

Se ha identificado a este microorganismo dentro de la comida en otros estudios
internacionales. El estudio de Cho et al. (2021) detecta a E. ludwigii como una de las
bacterias mas predominantes en frutas y verduras en el norte de Alemania. Estas cepas
demostraron un alto porcentaje de resistencia a cefemipa, cefoxitina, y amoxicilina+ acido
clavulanico. El andlisis de secuenciacion demuestra betalactamasas y cefalosporinasas tipo
ampC, genes 0gxAB, y catA; esto es una coincidencia con los genes encontrados en las

muestras del norte del DMQ.

En el contexto de Latinoamérica, los estudios de Flores-Carrero et al. (2016)
documentaron un brote de contagio de E. /udwigii multirresistente en una unidad neonatal
en Venezuela. Al igual que las muestras del presente estudio, los aislados demostraban
resistencia a colistina, cefotaxima, macrolidos, penicilinas y cefalosporinas. Por otro lado,

las colonias bacterianas del brote en este hospital mantenian resistencia a carbapenémicos.

El andlisis bioinformatico con Roary sefala que la mayoria de los GRAs de E.
ludwigii se tratan de genes intrinsecos. Sin embargo, se destaca a tetC, bacA y nimT como
genes adquiridos por medio de THG. No se identificaron pldsmidos en las muestras
bacterianas. Sin embargo, los elementos de movilidad genética de la familia IS3 (IS1222,
ISRaql, ISSend, ISSpr2, ISXac4) son comuUnmente prevalentes en especies de
Enterobacter. Vandecraen et al. (2017) mencionan que ademas de su alta frecuencia, existe
una fuerte asociacion entre la familia IS3 y los fenotipos de multiple resistencia. Por otro
lado, la familia Tn3 (tetC Tn10) mantiene una fuerte asociacion con la movilidad de genes
de resistencia y tienden a formar islas de resistencia que se mueven a través de transposones

(Shintani et al., 2023; Toleman & Walsh, 2011).
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El extenso perfil de resistencia de la muestra de S. maltophilia se alinea con su

denominacion de organismo multirresistente (MDRO). Primeramente, las enzimas L1 y L2
metalobetalactamasa coinciden con la caracterizacion realizada por Brooke (2012), en la
cual se establece su funciéon como enzimas que hidrolizan todos los antibidticos
betalactdmicos. Este gen es de caracter intrinseco para S. maltophilia. Esto explica la
resistencia a carbapenémicos, y la deteccion de betalactamasas de espectro extendido en
las pruebas de susceptibilidad y sinergia de antibioticos. Adicionalmente, las bombas de
eflujo identificadas (EmrAB-TolC, MexAB-OprM, SmeABC, SmeDEF, TtgABC, YbhFSR)
se alinean con lo estipulado por Adegoke et al. (2017) y Brooke (2015); se mencionan a
estos mecanismos como intrinsecos. En especifico, SmeABC y SmeDEF son propias de
este microorganismo y confieren resistencia a quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
eritromicina, aminoglucosidos, y betalactamicos (Adegoke et al., 2017). Estos sistemas son

congruentes con las resistencias fenotipicas observadas.

En referencia a la distribucion geografica, este representa el primer reporte de S.
maltophilia en muestras alimenticias del Ecuador. Los reportes de prevalencia de S.
maltophilia en muestras clinicas resaltan a esta bacteria como responsable del 0.5% de
infecciones a nivel nacional, ubicandola en el puesto nimero 13 entre bacterias Gram
negativas (Satan et al., 2023). Por otro lado, esta bacteria fue identificada como uno de los
seis patogenos mas prevalentes en pacientes de neumonia en Estados Unidos en 2017, y
dentro de los diez patdégenos causantes de neumonia en América Latina en 2010 (Brooke,
2021). Vila y Marco (2010) identifican a Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii y Stenotrophomonas maltophilia como los tres bacilos Gram negativos no
fermentadores de mayor relevancia clinica, esto con base en su capacidad de

multirresistencia.

Los elementos de movilidad genética identificados en S. maltophilia (ISRso16,
ISPa43, TnAsl, y Tnl0 TetC) se asocian con la transferencia de genes de resistencia.
Siguier et al. (2014) y Partridge et al. (2018) establecieron a estos elementos como

transportadores de genes de resistencia, indicando la alta capacidad de adquisicion y
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diseminacion que tiene este aislado bacteriano. Estos transposones pueden ser el motivo de

la identificacion de varios genes adquiridos en esta muestra (neo, aguA 1, APH(3')-Ilc,
tetC, bcr, rox, y vgb 1). Qian et al. (2025) demuestra la elevada asociacion de IStsmall
con GRAs como ftet, bcrA y macB. Asimismo, el estudio menciona la relacion de este
transposon con la presencia de bacterias con estos genes de resistencia compartidos entre
cerdos, humanos y suelo. Los transposones Tn3 tienen un rol importante en la
determinacion de patogenicidad y resistencia (Pfeiffer et al., 2018). Por otro lado, las IS30
e IS3 son identificados como elementos de transposicion de genes de resistencia. La
revision sistematica de Lipszyc et al. (2022) sefiala a ambos como movilizadoras de genes
de resistencia; IS3 genes como neo, acrEF y ampC, mientras que IS30 genes relacionados
a betalactamasas, y enzimas modificadoras de aminoglucésidos; y genes de resistencia a

cloranfenicol.

El aislado de P. fluorescens demostrd resistencia a todos los antibidticos en el
antibiograma menos a meropenem; esto se alinea con lo caracterizado por Silverio et al.
(2022) en relacion a los mecanismos intrinsecos de resistencia en especies de
Pseudomonas. La observacion microscopica revela una pigmentacion reducida de la pared
con espacios visibles, esto sugiere una accion parcial de los carbapenémicos, y se puede
evidenciar en la imagen microscopica de la figura 17 a continuacion. Esto es consistente
con los hallazgos gendmicos, en donde se evidencian genes de alteraciones de
permeabilidad en lugar de genes especificos de resistencia a carbapenémicos. En primer
lugar, las bombas de eflujo caracteristicas del género Pseudomonas (AcrAB-TolC, EmrAB-
TolC, mdtK, MexAB-OprM, ttgABC) confirman la multirresistencia observada. Yamasaki
et al. (2023) relaciona a la bomba de eflujo AcrAB-TolC con la resistencia a multiples
antibioticos que incluyen la colistina. Adicionalmente, las alteraciones de la porina OprD
se asocian con la reduccién de la permeabilidad frente a carbapenémicos y otros

antibioticos (Yang et al., 2025).
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Figura 17. Imagen microscopica de la muestra bacteriana 5 con la pared perforada y tenue al ser expuesta a
carbapenémicos

En comparacién con literatura internacional, el andlisis bioinformatico de Silveiro
et al. (2022) utiliza secuencias del complejo P. fluorescens disponibles en la base de datos
del NCBI. Estas muestras genomicas provienen de diferentes nichos ambientales,
incluyendo productos alimenticios como pollo, ensaladas vegetales, pescado y queso.
Todas las bombas de eflujo y genes intrinsecos coinciden entre muestras. El analisis
realizado en Noruega detect resistencia a colistina en Pseudomonas spp. Sin embargo, no
se encontraron genes de resistencia tipo mcr. Los genes relacionados e identificados que
median la resistencia a colistina fueron emrA, IpxA, IpxD, pgsA, phoP, phoQ (Heir et al.,
2021); demostrando una coincidencia con lo encontrado en la muestra de espumilla del
parque Inglés. Mientras que se notd una alta prevalencia de resistencia a las polimixinas en
colonias de Italia (Piccirilli et al., 2019) y Noruega (Heir et al., 2021), mismas que estaban
mediadas por genes cromosdmicos. Adicionalmente, se reconocieron muestras resistentes
a carbapenémicos con la distincion que el gen adquirido se localizaba en el cromosoma.
Otros reportes clinicos de diversos paises sefialan a cuerpos de agua o alimentos como
responsables de infecciones resistentes a carbapenémicos de P. fluorescens; mismos en los
que no se identificd genes codificantes para carbapenemasas y sugieren que la resistencia

proviene de otros mecanismos (Harmon et al., 2018; Laurens et al., 2018).

Los analisis de Roary (Page et al., 2015) exponen varios genes adquiridos (nim7,

sttH, aknOx, IgrE, IgrB, tyIN, y bcr). Esto sugiere una transferencia horizontal de genes
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activa en esta muestra, situacion que coincide con la presencia de una variedad de

elementos de movilidad genética asociados a genes de resistencia. Los elementos de la
familia 1S21, como ISBmu3 e ISPpu7, demuestran el potencial de adquirir genes
relacionados a carbapenemasas. Lipszyc et al. (2022) documenta la asociacion entre los
elementos IS21 y la adquisicion de genes de metalobetalactamasas bla o carbapenemasas,
mientras que IS4 moviliza genes ampC, bla, acrEF. Asimismo, Rana et al. (2024) informa
que Tn3 e IS4 tienen una asociacién estrecha con multiples genes de resistencia. La
presencia de estos elementos de movilidad va acorde a la diversidad ecologica de P.
fluorescens y su alta capacidad de adquisicion de genes; que pone en evidencia a su

potencial como reservorio de GRAs.

Si bien P. fluorescens no es un patdogeno humano de manera caracteristica, puede
actuar como un patdégeno oportunista y causar infecciones en multiples sistemas del cuerpo
humano. Sin embargo, la relevancia principal de este patdogeno dentro del tema de salud
humana se basa en su capacidad de ocupar una extensa variedad de nichos ambientales
(hospitales, agua, suelo, y animales). Por este motivo, la revision de Silveiro et al. (2022)
recoge reportes de este microorganismo multirresistente en diferentes habitats ecologicos.
Desde una perspectiva One-Health, la informacion de la revision indica el rol de las
especies del complejo P. fluorescens como actor ambiental en la cadena de transferencia
de resistencias. Los estudios de Forsberg et al. (2013) establecen la capacidad de
transferencia que tienen los microorganismos del complejo P. fluorescens hacia bacterias
de caracter clinico; al demostrar una secuencia de nucleotidos idéntica entre muestras.
Todo esto es consistente con la capacidad conocida del organismo a actuar como un

reservorio de genes de resistencia transferibles (Silveiro et al., 2025).

Los patrones de resistencia encontrados concuerdan con muchos de los genes
caracteristicos del resistoma alimenticio. Se reconoce a los genes tet, cat, aad, mdt, y bcr
como genes comunes entre patdgenos alimenticios (Babines-Orozco et al., 2024;
Fernandez-Trapote et al., 2024; Rafiq et al., 2022 Verraes et al., 2013). Por otra parte, los

estudios de Li et al. (2020) describen que los genes mds abundantes en las muestras
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analizadas de comida callejera en China son cat4, bacA, tet, ermB, aph(3')-Illa, bcr, macB,

mdtH, mdfA, mexB, TolC, acrB, y emrD. Se pueden notar varias similitudes entre los genes
encontrados en los diferentes estudios a nivel global. Asimismo, el articulo cientifico de
Cao et al. (2022) y Zurfluh et al. (2020) sefalan la relacioén entre los genes de resistencia
en comida, microbiota intestinal en animales y la microbiota intestinal humana; revelando
que los genes comunmente compartidos son FosA, 0gxAB, y aph. Adicionalmente se sefiala
su alta relacion con plasmidos, transposones, secuencias de insercion e integrones (Zurfluh
et al., 2020). Por ultimo, es importante notar la presencia de los genes tetC y nimT en todas
las bacterias analizadas. La presencia de estos genes de caradcter adquirido de forma
compartida puede ser un indicativo de la movilidad activa de estos genes entre bacterias

presentes en alimentos de las zonas muestreadas.

La presencia generalizada del gen fefC en las muestras analizadas, especialmente
en conjunto de los transposones Tn10-tetC, evidencia una notable conservacion de este
determinante de resistencia a través de las cadenas de alimento. Este patron de distribucion
concuerda con estudios previos que rastrearon transposones portadores de tetC en carnes
de venta al por menor, instalaciones de procesamiento y entornos agricolas (Alam et al.,
2023). La identificacion de transposones idénticos que portan fefC en bacterias Gram
positivas y Gram negativas de diversas fuentes alimentarias respalda la conclusion de que
los elementos de resistencia a tetraciclina representan algunos de los determinantes de
resistencia mas exitosamente diseminados en comunidades bacterianas asociadas con la
produccion de alimentos (Chopra & Roberts, 2001). Ademas, la asociacion frecuente de
transposones Tn10-tetC con genes que confieren tolerancia a métodos de conservacion de
alimentos sugiere un mecanismo de co-seleccion que contribuye a su persistencia, incluso

en ausencia de presion selectiva por tetraciclina (Wales & Davies, 2015).

Por ultimo, los ensayos de clonalidad entre las especies de E. ludwigii de diferentes
ubicaciones de muestreo y tipos de comida apoyan a la hipdtesis de la diseminacion
comunitaria de determinantes de resistencia. La alta similaridad genética, es decir, superior

al 99,99% de coincidencias en sus bases nitrogenadas, son evidencia del carécter
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comunitario que tiene la bacteria en el norte de la ciudad. Asimismo, el analisis en MLST

que indica el 100% de coincidencia entre los alelos bacterianos son otro indicativo de
clonalidad y de la diseminacion comunitaria de E. ludwigii. El analisis filogenético basado
en SNPs revela el estrecho parentesco genético de los aislados bacterianos, demostrando
una vez mas su caracter clonal. Este alto grado de similitud genética entre cepas aisladas
de diferentes ubicaciones geograficas y distintos tipos de alimentos sugiere una fuente
comun de contaminacion o un alto nivel de transmision bacteriana entre los sitios de venta
de alimentos (Hoffmann etal., 2016). La clonalidad observada es particularmente
preocupante desde la perspectiva de salud publica, ya que indica que estas cepas resistentes
a multiples antibidticos estan circulando ampliamente en el ambiente urbano y tienen el
potencial de causar infecciones con perfiles de resistencia similares en diferentes
ubicaciones. Ademas, la presencia de clones altamente similares en diferentes muestras
sugiere una adaptacion exitosa de estas cepas al nicho ecoldgico de los alimentos de venta
ambulante, lo que podria facilitar su persistencia y diseminacion continua en la comunidad

(Fusaro et al., 2024).

2. Interpretacion de los perfiles genéticos y fenotipicos de resistencia

Son varias las posibles rutas de contaminacion que pueden explicar los hallazgos
microbioldgicos en las muestras de comida de venta informal. Entre ellas, se destacan las
malas précticas higiénicas que mantienen los vendedores (Tenea et al., 2023). La limpieza
de manos de las personas que manejan la comida es un punto critico, pues Nizame et al.
(2019) documentan que solamente el 3% de los manipuladores de alimentos vendidos en
la calle tienen practicas adecuadas de aseo de manos; teniendo efectos directos en la
contaminacion de alimentos y sus patrones. La forma de preparacion también contribuye
al riesgo, pues la contaminacion cruzada entre ingredientes carnicos crudos y la comida
cocida se ha identificado en el 43% de la comida preparada en puntos de venta informal
(Atter et al., 2015). Por otro lado, el contacto con superficies no estériles representa otra

ruta de contaminacion potencial. A lo largo de la fase de muestreo, se evidencid un espacio
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de almacenamiento y superficies de manejo de comida en condiciones subdptimas. La

desinfeccion de los espacios de venta en ambientes al aire libre puede ser un desafio, pues,
los factores ambientales y el flujo de personas y animales aumentan la frecuencia de la

contaminacion de superficies y almacenamiento.

Las practicas culinarias también tienen un rol significativo en la eliminacion de
microorganismos. Un factor significativo para los resultados del presente estudio fue la
seleccion de alimentos que no pasan por un proceso de coccion e implementan productos
frescos para su preparacion. La contaminacion microbioldgica es significativamente mas
prevalente en comida de venta informal que no se expuso a temperatura, pues la coccion
influencia en la presencia y cantidad de microorganismos presentes en la comida (Carrasco
et al., 2012). Asimismo, el estudio establece que el uso de comida que se cocind de manera
correcta, o que ingredientes frescos (vegetales, frutas, quesos) contaminados pueden
facilitar la contaminacion y diseminacion bacteriana directamente a humanos. Los factores
ambientales del espacio de venta y preparacion de alimentos juegan un papel importante
en la contaminacion microbioldgica de la comida. Las observaciones durante el muestreo
sefalan a patrones de almacenamiento inapropiados, como la venta de alimentos con alta
exposicion al calor del ambiente. La falta de control de temperatura puede permitir que los
patdgenos de la comida se proliferen con facilidad (Carrasco et al., 2012). Por otra parte,
es comun que el ambiente de venta tenga acceso limitado a agua potable, dificultando las
practicas higiénicas. La interaccion del ambiente, humanos y animales contribuyen
extensamente en la contaminacion de los alimentos. Estas interacciones son comunes en
los parques, en donde mascotas, palomas, nifios pequefios y personas cercanos a los puntos

de preparacion de comida (Campos et al., 2015).

La interaccion entre el ambiente y los animales en los sitios de venta puede
contribuir ain més a la contaminaciéon de los alimentos. A lo largo del muestreo,
observamos la presencia de varios animales cerca de las areas de manipulacion de
alimentos, incluidas palomas, pollos y perros. Ademas, los nifios pequefios frecuentemente

estaban presentes en los puntos de preparacion de alimentos. El estudio de Ortega-Paredes
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et al. (2019) identifica bacterias con genes de resistencia presentes en parques del DMQ,

recalcando la exposicion ambiental a microorganismos resistentes en un parque.
Asimismo, el estudio de Amato et al. (2023) indica que el contacto entre animales,
mascotas y nifios se asocian a un alto riesgo de portacion de bacterias resistentes, sefialando

el impacto potencial entre las interacciones bacterianas del ambiente.

El analisis de Balkhair (2016) sefiala la relacion entre los alimentos vegetales y la
contaminacion del agua. Sus hallazgos demuestran que las aguas residuales usadas para
riego cuando estan contaminadas con bacterias resistentes a antibidticos y genes de
resistencia antimicrobiana pueden tener la capacidad de transferirse a cultivos y suelos
agricolas. Asimismo, la investigacion de Dorado-Gracia et al. (2017), evalu6 la similitud
genética y molecular de los genes de resistencia en distintos ambientes. Sus resultados
demuestran una comparticion de genes de resistencia altamente similares en comunidades
rurales, con lo que respecta a animales de granja y humanos. Ademads, en comunidades
urbanas, la estrecha relacion genética entre bacterias multirresistentes fue encontrada en

aguas residuales, agua superficial, pacientes clinicos, comida y aves.

El analisis genético identificd elementos de movilidad genética relacionados a la
transferencia de GRAs o genes de virulencia, siendo la familia Tn3 uno de los grupos mas
asociados con la transferencia de resistencias (Nicolas et al., 2017). Esto sugiere un
potencial de las bacterias multirresistentes a diseminar genes de resistencia a otras especies
de origen ambiental. Resulta preocupante la posibilidad de las bacterias a actuar como
reservorios de resistencia que posteriormente podrian transferir sus genes a otros patdgenos
presentes en comida. Adicionalmente, los microorganismos con alta adaptabilidad
ecoldgica con capacidad de prosperar en muchos ambientes pueden tomar el papel de
actores de la cadena de transferencia (Silveiro et al., 2022). Se teoriza que la comida puede
estar actuando como un medio en el cual se reparten genes entre bacterias oportunistas y

bacterias con altos indices de infeccion.
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El agua representa un medio potencial y significativo para la diseminacion de genes

y microorganismos resistentes; pues actua tanto como un reservorio y un transportador de
bacterias. El ciclo del agua urbano puede tener un rol clave en el transporte de residuos de
antibioticos y bacterias resistentes (Nnadozie & Odume, 2019). La contaminacion del agua
también puede facilitar la propagacion y formacion de bacterias resistentes, asi como la
insalubridad de alimentos (Lupo et al., 2012). Pues, el agua contaminada puede ser el
puente de transferencia directa de bacterias multirresistentes directamente hacia los

vegetales (Gudda et al., 2020).

3. Implicaciones para el sistema de salud y la seguridad alimentaria

Tanto E. ludwigii como P. fluorescens son principalmente considerados patdogenos
oportunistas, que causan infecciones a individuos inmunocomprometidos en lugar que a la
poblacién saludable. P. fluorescens es una bacteria ampliamente distribuida en el ambiente,
pero se asocia a infecciones de caracter hospitalario (Scales et al., 2014). De igual manera
E. ludwigii se ha aislado de distintas muestras clinicas de poblaciones vulnerables
(Mezzatesta et al., 2012). A pesar de ser menos reportada que otras especies del género
Enterobacter, E. [udwigii se relaciona con infecciones asociadas a hospitales o a
infecciones comunitarias, particularmente en pacientes con condiciones médicas presentes

(Davin-Regli et al., 2019).

La identificacion de S. maltophilia es de gran relevancia, pues se trata de una
bacteria oportunista con un alto incremento con respecto a su importancia y prevalencia en
los ultimos afios. A pesar de haberse considerado como una bacteria de significancia clinica
limitada, la bacteria gané relevancia debido a su resistencia intrinseca a multiples
antibidticos y su asociacion con infecciones graves. De acuerdo con Brooke (2012), esta
bacteria se reconoce como una de las bacterias multirresistentes mas comunes en unidades
hospitalarias a nivel mundial. Es causante de varios tipos de infecciones, con un indice de
mortalidad de hasta 37,5% en casos de bacteriemia (Chang et al., 2015). Su prevalencia

increment6 de manera sustancial en las Gltimas décadas, con un reporte de 6,5% de indice
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de prevalencia global en muestras clinicas en el afio 2019 (Banar et al., 2023). Los factores

que aumentan el riesgo de infeccion son las enfermedades o infecciones preexistentes,
terapia con antibidticos previa, tratamientos hospitalarios y una co-infeccion (Brooke,
2021). Pompilio et al. (2011) reportd que S. maltophilia es frecuentemente aislada en
conjunto con otros patdgenos, donde su presencia complica significativamente los
tratamientos. En el contexto de infecciones asociadas a alimentos, S. maltophilia puede
exacerbar la situacion clinica. Brooke et al. (2012) documentd casos en donde S.
maltophilia en conjunto con patégenos asociados a comida resultd en hospitalizaciones
prolongadas, severidad incrementada de los sintomas y una reduccion importante de la

efectividad de los antibioticos.

La presencia de patdgenos oportunistas con multiples genes de resistencia
antibiotica representa un riesgo potencial a los consumidores de comida de venta informal.
Mientras que las personas con un sistema inmune robusto cominmente no presentan
complicaciones, las poblaciones mas vulnerables como nifios, personas de la tercera edad,
mujeres embarazadas e individuos inmunocomprometidos podrian afrontar riesgos
significativos de salud al consumir comida callejera (Rossi et al., 2023). Adicionalmente,
el riesgo de brotes también puede ser un problema significativo. Los espacios de venta de
comida al aire libre pueden convertirse en puntos clave de transmision de patdégenos con
resistencia a antibioticos. Dadas las condiciones ambientales a las que estan expuestos estos
alimentos, las bacterias presentes pueden afectar a multiples consumidores y

potencialmente generar brotes localizados (Paudyal et al., 2017).

La capacidad de transferencia horizontal de genes de las muestras bacterianas
indica el potencial de traspaso de resistencia desde las bacterias presentes en la comida
hacia la microbiota intestinal. La presencia de una elevada variedad y cantidad de
poblaciones bacterianas en el intestino crean el entorno ideal para este intercambio (von
Wintersdorff et al.,, 2016). La transferencia potencial de los genes de GRA resulta
preocupante por tres motivos. Primero, las bacterias comensales del intestino pueden servir

como reservorios de genes de resistencia a largo plazo (Sommer et al., 2017). Segundo,
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estos genes pueden ser posteriormente transferidos a bacterias patdogenas en eventos de

infeccion, causando complicaciones en los tratamientos (Bengtsson-Palme et al., 2018). Y
por ultimo, la posibilidad de disbiosis y otras complicaciones relacionadas a la microbiota
intestinal. La introduccion de bacterias resistentes a antibidticos a través de alimentos
puede alterar significativamente el equilibrio microbiano intestinal. Segun Langdon et al.
(2016), la presencia de bacterias portadoras de GRAs en el intestino puede desplazar a
microorganismos beneficiosos, comprometiendo funciones metabolicas e inmunoldgicas
esenciales. Willmann et al. (2019) demostrd que individuos que habian adquirido bacterias
intestinales multirresistentes presentaban una reduccion significativa en la diversidad

microbiana.

Los estudios de von Wintersdorff al. (2016) demostraron genes de resistencia
transferidos desde bacterias presentes en comida hacia la microbiota intestinal después de
varias semanas desde el consumo, sugiriendo una transferencia genética exitosa.
Similarmente, Karanika et al. (2017) encontré que el consumo regular de comida
contaminada con microorganismos resistentes por medio de betalactamasas se asocia con
bacterias intestinales portadoras de estos genes en individuos saludables. A pesar de que
estas transferencias son fundamentadas con investigaciones y ensayos de laboratorio, se

desconoce la frecuencia y significancia clinica de estos eventos.

4. Limitaciones metodologicas y consideraciones futuras

El estudio realizado resulta en hallazgos significativos y diversos. Sin embargo, se
evidencian ciertas limitaciones en referente a su metodologia y disefio. En primer lugar, el
tamafio de la muestra no es lo suficientemente amplio para que pueda representar las
caracteristicas generales del resistoma alimenticio en la ciudad. Para que los resultados
puedan ser utilizados para la toma de medidas preventivas o correctivas, se deben realizar
ensayos cuantitativos que abarquen todas las zonas de la ciudad y tengan una mayor
variedad del tipo de alimento. Los resultados de esta investigacion son solamente un

referente sobre la presencia de genes en la comida callejera vendida en el norte del DMQ.
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Adicionalmente, el estudio se vio afectado por la disponibilidad de recursos y

financiamiento, pues por medio de otros métodos de analisis se podrian haber obtenido
resultados mas extensos. Por ejemplo, al realizar un estudio metagenémico, se hubieran
conseguido datos con exactitud de todas las bacterias presentes en las muestras en conjunto
con sus datos cuantitativos. Adicionalmente, por medio de los resultados extensos de una
secuenciacion metagendmica se podrian haber recuperado mayor cantidad de datos sobre
los GRAs; y de esta forma detectar otros genes y bacterias que se pasaron por alto. Es por
esto que si se busca realizar un analisis que se use como base para el planteamiento de
acciones, se debe utilizar técnicas que permitan la obtencién de la mayor cantidad de

informacion, tal como la metagendmica.

La variabilidad en las practicas de manipulacién entre diferentes vendedores
constituye una variable no controlada que podria impactar los resultados. Estudios
realizados por Carrasco et al. (2012) demuestran que las diferencias en hébitos higiénicos,
métodos de preparacion y almacenamiento pueden alterar significativamente la
composicion microbiana de los alimentos. Asimismo, el tiempo transcurrido entre la
preparacion del alimento y su andlisis podria haber influido en la deteccion de
determinados microorganismos, considerando que algunas bacterias pueden multiplicarse

o entrar en estado viable no cultivable bajo ciertas condiciones (Fakruddinn, 2013).
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CONCLUSIONES

En sintesis, los hallazgos de este estudio demuestran la presencia de bacterias con
genes de resistencia a antibidticos en la comida callejera del norte del DMQ. Se
identificaron bacterias patogenas oportunistas que son caracterizadas por su amplio
reservorio de genes de resistencia y por su elevada capacidad de intercambio genético. Se
distinguieron genes de resistencia a varias familias de antibioticos, limitando las opciones
de tratamientos en caso de infeccion de estas bacterias. Es importante recalcar que dentro
de estos grupos de antibiodticos se encuentran las polimixinas y carbapenémicos, ambos
antibioticos de ultima linea. Este estudio se trata del primer reporte de resistencia a los
antibioticos antes mencionados en bacterias provenientes de comida callejera en la ciudad
de Quito. Ademas, la informacién microbiologica, molecular y genética de los asilados
bacterianos demuestran el potencial traspaso de GRAs entre especies bactrianas. Es decir,
los genes compartidos entre muestras, alimentos y parques pueden indicar la diseminacioén
de la resistencia a través de la comida. En adicion, se encontraron elementos de movilidad
genética, mismos que estdn relacionados a la transferencia horizontal de genes de
resistencia a antimicrobianos.

La RAM transmitida por medio de alimentos representa un riesgo sanitario. Por un
lado, las bacterias encontradas pueden ser patdogenas en humanos, especialmente en
aquellos individuos con una respuesta inmunoldgica débil. Paralelamente, se ha
documentado el rol que estas bacterias tienen como reservorios ambientales de genes de
resistencia, en especial por su adaptabilidad a varios nichos y por su alta capacidad de
transferir y adquirir genes de resistencia antimicrobiana. Estos GRAs pueden diseminarse
a otras bacterias de alta prioridad clinica que estan compartiendo su mismo ambiente, o
también pueden difundirse en la microbiota intestinal; causando asi problemas graves de
salud.

Esta investigacion constituye un aporte fundamental al enfoque One-Health en
ecuador, al proporcionar informacion sobre la resistencia antimicrobiana en muestras de
alimentos y su relaciéon con la salud humana y ambiental. Los hallazgos revelan una

potencial via de transmision de microorganismos resistentes a antibioticos a la poblacion;
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asi como también representa un medio para la diseminacion y transferencia de genes de

resistencia entre especies bacterianas. Si bien este estudio tiene un alcance limitado, los
resultados obtenidos son una base preliminar que confirma la presencia de genes de
resistencia antimicrobiana en la comida de venta informal. Ademaés proporciona evidencia
cientifica que puede orientar a nuevas investigaciones. Por ultimo, los hallazgos de esta
investigacion son una alerta que indica que los mecanismos actuales de vigilancia y

prevencion no son suficientes y deben ser evaluados.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda expandir el tamafio de muestra para que sea representativo de la
zona de muestreo. De esta forma se puede determinar si se trata de una problematica aislada
o de un problema general. Con base en la obtencion de datos robustos se pueden plantear
acciones generales basadas en la informacién cientifica para la mejora en el ambito de
prevencion, vigilancia y control. La informacion obtenida de esta investigacion se puede
ver enriquecida con la extension de la zona de muestreo, llegando a mas zonas de la ciudad.
Asimismo, se puede ampliar la variedad de alimentos analizados, incluyendo alimentos
cocidos. Con esto, se busca comprender la interaccién de las bacterias resistentes a
antimicrobianos que se encuentran circulando en la comida callejera de Quito.
Adicionalmente, el muestreo en mercados, establecimientos comerciales de comida,
medios de transporte de alimentos y espacios de produccion alimentaria pueden ser
incluidos para el analisis del rol de la cadena alimenticia en el tema de resistencia
antimicrobiana. Por otra parte, el analisis genético se pudo haber visto beneficiado con el
complemento de analisis de expresion génica, analisis integral de movilidad genética o
estudios con metagendmica. De igual forma, se propone investigar a la resistencia
antimicrobiana en otros recursos ambientales, humanos y animales; centrandose en el
enfoque One-Heath y con la finalidad de encontrar posibles rutas de contaminacion. Para
ello se recomienda también priorizar el acceso a recursos de investigacion cientifica, lo que

permite ampliar el alcance de futuros estudios.

Es de gran importancia reevaluar el sistema actual de vigilancia y prevencion de la
resistencia antimicrobiana en Ecuador, en vista de los resultados de este estudio que ponen
en evidencia las deficiencias en los mecanismos actuales de control. Es fundamental
identificar las debilidades del sistema actual para el disefio de mecanismos mas efectivos
de control. Debido a esto, se recomienda establecer alianzas estratégicas entre instituciones
académicas y autoridades. Este estudio, aunque no sea representativo en cuanto al tamafio

de muestra, proporciona evidencia clara de un problema que requiere de atencion urgente.
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Esta investigacion fue formulada con la intencion de mover a la accion, actuando como un

impulso para investigaciones de amplio alcance. Solo con base a este conocimiento sera
posible disefar intervenciones practicas que aborden de manera integral la resistencia

antimicrobiana.
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