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Resumen: La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza prioritaria para la salud global y atn existe poca evidencia
sobre su presencia en ambientes acuaticos urbanos en el sur del Distrito Metropolitano de Quito. En este estudio se recolectaron
muestras de la laguna del Parque de las Cuadras y del alcantarillado del Hospital Padre Carollo, observando crecimiento bacteriano
reducido en la laguna en contraste con concentraciones elevadas en el hospital. A partir de este ultimo entorno se obtuvieron los
aislamientos de mayor interés, que correspondieron a Proteus mirabilis y Stenotrophomonas maltophilia, caracterizados mediante
microbiologia clasica, pruebas fenotipicas y secuenciacion gendmica completa. El analisis reveld genes de resistencia a -lactamicos,
aminoglucoésidos, quinolonas y polimixinas, ademas de bombas de eflujo (MacABCsm, EmrABE, Smra), integrones de clase 1,
transposones Tn3 y operones vinculados a resistencia a colistina (arnBCADTEF, phoP).

Palabras clave: Resistencia a los antimicrobianos (RAM), Alcantarillado hospitalario, Proteus mirabilis Stenotrophomonas
maltophilia, Genes de resistencia, Elementos genéticos moviles.

Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) is a priority threat to global health, and there is still little evidence of its presence in urban
aquatic environments in the southern part of the Metropolitan District of Quito. In this study, samples were collected from the Parque
de las Cuadras lagoon and the Padre Carollo Hospital sewer system, observing reduced bacterial growth in the lagoon in contrast to
elevated concentrations at the hospital. From the latter environment, the most interesting isolates were obtained: Proteus mirabilis
and Stenotrophomonas maltophilia, characterized using classical microbiology, phenotypic testing, and whole genome sequencing.
The analysis revealed genes for resistance to f-lactams, aminoglycosides, quinolones and polymyxins, as well as efflux pumps
(MacABCsm, EmrABE, Smra), class 1 integrons, Tn3 transposons and operons linked to colistin resistance (arnBCADTEF, phoP).

Keywords: Antimicrobial resistance (AMR), Hospital sewage, Proteus mirabilis, Stenotrophomonas maltophilia, Resistance genes,
Mobile genetic elements.

1. Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las mayores amenazas para la salud publica del siglo XXI,
definida por la capacidad de los microorganismos para sobrevivir a tratamientos previamente eficaces,
comprometiendo el manejo de infecciones comunes (Marston et al., 2016). Aunque se trata de un fendmeno natural
en la evolucién microbiana, esta se ha intensificado por el uso indiscriminado de antibidticos en medicina humana,
veterinaria y en practicas agricolas generando presion selectiva sobre poblaciones microbianas. En 2019, 1a RAM fue
responsable de alrededor de 1,27 millones de muertes directas y estuvo vinculada a casi 5 millones mas; se estima que
esta cifra podria ascender a 10 millones anuales para 2050 si no se implementan medidas urgentes (Naghavi et al.,
2024; Tang et al., 2023). Mas alla del impacto sanitario, las consecuencias econdmicas son significativas, con una
proyeccion de pérdidas globales de hasta 100 billones de dolares por reduccion de productividad (Amann et al., 2019).


mailto:sebastian.saavedra@uisek.edu.ec
mailto:ruben.maldonado@uisek.edu.ec
mailto:manuel.herrera@uisek.edu.ec
mailto:ruben.maldonado@uisek.edu.ec

Identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos en cuerpos de agua del Distrito Metropolitano de Quito 2025, Saavedra, S., Maldonado, A 2 of 27

El principal factor genético detrds de la RAM son los genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs), segmentos de
ADN que otorgan una ventaja selectiva a las bacterias al permitir su supervivencia frente a farmacos, mediante
mecanismos moleculares como bombas de eflujo, alteracion de sitios diana (ej. PBPs en B-lactamicos), inactivacion
enzimatica de los compuestos antimicrobianos y reduccion de la permeabilidad de membrana (Han et al., 2022;
Halawa et al., 2024). La presencia de estos genes se facilita por elementos genéticos moviles como plasmidos,
transposones e integrones, que contribuyen su diseminacion horizontal entre especies bacterianas. A esto se suma la
presion selectiva por el uso constante de antibidticos y genes intrinsecos que otorgan resistencia natural amplificando
el riesgo de diseminacion de la resistencia a nivel ambiental, clinico y agricola (Michaelis & Grohmann, 2023; Irfan
et al., 2022).

Las bacterias Gram negativas representan un grupo prioritario en esta problematica debido a su alta capacidad de
adaptacion y resistencia clinica, como ocurre en Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
y Acinetobacter baumannii que estan asociadas con infecciones nosocomiales graves y muestran resistencia multiple,
frecuentemente mediada por integrones y plasmidos conjugativos que transportan genes como blaCTX-M, blaSHV,
blaNDM o blaVIM (Fernandez-Cuenca et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Una de las rutas mas preocupantes de diseminacion de estas bacterias y determinantes genéticos ocurre a través de la
convergencia de aguas residuales hospitalarias en ecosistemas urbanos, como rios y lagunas, que actian como un
entorno propicio para la seleccion y diseminacion de estas cepas resistentes (Rodriguez & Jiménez-Quiceno, 2023;
Manaia et al., 2018).

Para comprender este proceso han evolucionado técnicas como la metagendmica y la secuenciacion de aislados
bacterianos, que permiten detectar ARGs incluso en bacterias no cultivables, sin necesidad de métodos tradicionales
como cultivos selectivos o PCR que aumenta su eficacia implementado herramientas bioinformaticas como FastQC,
Prokka y ResFinder proporcionando datos precisos sobre diversidad genética, mecanismos de resistencia y posibles
vectores moviles (Hendriksen et al., 2019; Van Goethem et al., 2018).

Una vez dicho esto, es importante mencionar que investigaciones locales en Ecuador, han identificado la presencia de
bacterias resistentes a antimicrobianos en cuerpos de agua cercanos a zonas urbanas e industriales, reflejando un
problema de contaminaciéon ambiental y riesgo sanitario (Ortega-Paredes et al., 2022). Este fendmeno no es
unicamente en Ecuador ya que estudios en otras ciudades latinoamericanas han reportado hallazgos similares. Por
ejemplo, en el estudio de Posada-Perlaza et al. (2019), realizado en el rio Bogota, Colombia se detectaron genes de
resistencia clinicamente relevantes como sull y AAC(6')-Ib con capacidad de transferencia horizontal, especialmente
en zonas contaminadas por descargas hospitalarias y urbanas. También en el estudio de Dominguez et al. (2021), que
analiza investigaciones en 23 paises latinoamericanos, se ha reportado la presencia de bacterias multirresistentes y
genes de resistencia como blaTEM, sull, intll y gnr en cuerpos de agua con contacto y actividades humanas,
particularmente en aguas residuales, fuente de riego y entornos urbanos, destacando paises como Brasil, México,
Colombia y Cuba.

No obstante, los estudios sobre resistencia antimicrobiana (RAM) en Ecuador son limitados con poco enfoque en areas
rurales, especialmente en sectores densamente poblados del sur de Quito. Este trabajo explora la relacion entre
infraestructura hospitalaria y espacios urbanos de alto transito, como el Hospital Padre Carollo y el Parque de las
Cuadras. Este hospital, al atender a pacientes inmunocomprometidos, emplea antibioticos de forma intensiva al igual
que otros hospitales ecuatorianos. Por ejemplo, en la unidad de cuidados intensivos del Hospital SOLCA de
Guayaquil, el 81% de pacientes hospitalizados recibi6 al menos un antibiotico como betalactdmicos y carbapenémicos,
generando una presion selectiva que favorece el desarrollo de resistencia bacteriana (Bowen et al., 2019). También,
el Hospital Padre Carollo presenta limitaciones operativas en su gestion de residuos, ya que segun su protocolo
institucional, los fluidos corporales son eliminados mediante lavachatas o sistemas de drenajes utilizando inicamente
agua o cloro implementado, sin mostrar un sistema especializado de tratamiento in situ o Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) (Fundacion Tierra Nueva, 2023). Por otro lado, la laguna del Parque de las Cuadras se
ubica en las inmediaciones del hospital y funciona como espacio recreativo y area de interaccion frecuente con la
fauna urbana. Si bien el reporte institucional, como lo menciona Quitoinforma (2024), en noviembre del 2024 fue
sometida a una limpieza y eliminacion de impurezas, no ha presentado evidencia microbiologica sobre la calidad del
agua tras esta intervencion, lo que incrementa el riesgo de exposicion de la comunidad a fuentes de contaminacion
como aguas residuales y desechos so6lidos, afectando tanto a los visitantes como al ecosistema.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es identificar y caracterizar genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs)
en bacterias Gram negativas, con énfasis en aquellos vinculados a mecanismos de resistencia extendida, elementos
genéticos moviles y factores de virulencia, mediante el analisis de bacterias cultivables aisladas de la laguna del Parque
de Las Cuadras y del sistema de alcantarillado del Hospital Padre Carollo, en el sur del Distrito Metropolitano de
Quito mediante un enfoque combinado de microbiologia clasica para el aislamiento y secuenciacion completa del
genoma (WGS), junto con herramientas bioinformaticas orientadas a la anotacion y categorizacion funcional.
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2. Materiales and Métodos
Diserio del Estudio:

Se llevd a cabo un estudio exploratorio y descriptivo con enfoque microbioldgico y bioinformatico para identificar
genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs) en muestras de agua recolectadas en la laguna del Parque Las Cuadras
y en el sistema de alcantarillado hospitalario del sur del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ). El muestreo fue
puntual y por conveniencia, realizado en una unica toma de muestra sin aleatorizacion, en puntos definidos por
accesibilidad operativa. Por lo que el estudio se dividid en cuatro fases principales: (1) muestreo, (2) analisis
microbiolégico, (3) determinacion de resistencia, y (4) extraccion de ADN, secuenciacion y analisis bioinformatico,

tal y como se observa en la Figura 1.
Muestreo de aguas
> residuales hospitalarias y
cuerpo de agua urbano
del sur del DMQ
ARt Aislamiento e
—> . biol6ai identificacion de cultivos
microbiolégico aésicos

Determinacion Antibiograma y analisis de

de CIM por dilucién en caldo
resistencia

Identificacién de genes de resistencia
en cuerpos de agua urbanos y
alcantarillado hospitalario

Anallisis Extraccion de ADN, NGS y
Molecular analisis bioinformatico

Figura 1: Metodologia para identificacién de genes de resistencia en aguas residuales hospitalarias y cuerpo de agua
urbano del sur del DMQ.

Toma de Muestra:

Se seleccionaron cinco puntos de muestreo por conveniencia en el sur del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ),
distribuidos entre la laguna del Parque Las Cuadras y el sistema de alcantarillado del Hospital Padre Carollo. En la
laguna, se identificaron tres puntos estratégicos (P1, P2 y P3), ubicados en zonas con alta probabilidad de interaccion
humana, como orillas accesibles, zonas de estancia prolongadas y sectores proximos a posibles fuentes de
contaminacion. Esta seleccion se presenta por recomendaciones metodoldgicas y criterios para vigilancia ambiental,
en concordancia con las directrices mas recientes de la Organizacion Mundial de la Salud, que recomiendan priorizar
sitios de muestreo representativos del uso recreativo del cuerpo de agua. (Liguori et al., 2022; OMS, 2021). Las
muestras recolectadas en estos puntos fueron rotuladas bajo el esquema PLC-SQ-P1-SS/2025-03-11, PLC-SQ-P2-
SS/2025-03-11 y PLC-SQ-P3-SS/2025-03-11, donde PLC hace referencia a la laguna del Parque Las Cuadras, SQ
hace referencia al sur de Quito, SS corresponde a las iniciales del investigador, y la seleccion de la fecha correspondio
a la disponibilidad operativa del equipo de muestreo. Por otro lado, en el Hospital Padre Carollo se tomaron muestras
de dos alcantarillas internas (P4 y P5) ubicadas dentro del area hospitalaria, seleccionadas por ser los unicos puntos
accesibles con presencia de agua y cercania a zonas de transito frecuente y areas operativas, lo que podria no reflejar
completamente la carga de ARGs del efluente hospitalario total. Estas muestras se etiquetaron como H-SQ-P4-
SS/2025-03-11 y H-SQ-P5-SS/2025-03-11, donde H representa el entorno hospitalario, y manteniendo el mismo
sistema de codificacion utilizado para las demas muestras. Los datos recolectados se presentan en la Tabla 1.

En cada punto se recolect6é una muestra de 120 ml utilizando frascos estériles que contenian un medio de transporte a
base de agua peptonada, el cual sirve para mantener la viabilidad de bacterias en muestras ambientales, también se
afadio tiosulfato de sodio al 3 % para neutralizar posibles residuos de cloro que pudieran interferir con los resultados
(State Water Resources Control Board, 2017; Neal et al., 2023). La recoleccion se llevo a cabo empleando equipo de
proteccion personal (EPP) en condiciones asépticas, y cada frasco fue manipulado por separado conforme a protocolos
estandarizados para el muestreo de aguas superficiales y residuales, en linea con lo propuesto por Liguori et al. (2022).
Los puntos de geograficos y de muestreo se describen en la Figura 2a y 2b.
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Las muestras fueron transportadas en condiciones de refrigeracion a 4 °C hasta el laboratorio, donde fueron procesadas
mediante diluciones seriadas para el recuento de UFC y asilamiento bacteriano bajo condiciones asépticas en una

cabina de flujo laminar y, con ello, garantizar la confiabilidad del estudio.

Tabla 1. Registro de muestras recolectadas por punto de muestreo. Las coordenadas estan expresadas en grados decimales (latitud, longitud)

bajo el sistema de referencia geodésico WGS 84.

T Vol
Punto  Localidad po de Fecha  HO™  Latitud(®) Longitud®) ' Observaciones
ambiente (am) n (mL)
Bancos
2025-03- ; y
PLC Parque de las Agua . -0.286012 78.54903 120 basureros
Cuadras  — superficial 11 10:30 s
P1 L . proximos a
aguna recreativa ribera
PLC Parque de las  Agua 2025-03- Bancos y
: -0. -78.54891 12
P Cuadras ~ superficial 1 10:35 0.285857 78.5489 0 b.%lsgreros
. proximos a
Laguna recreativa .
ribera
Parque de la Agua 2025-03- Presencia de
PLC Cuadras  — superficial -0.286183 -78.54916 aves y
. 11 10:40 120 . .,
P3 Laguna recreativa alimentacion
humana
Hospital Afluent 2025-03- Alcantarillado
HP4  PadreCarollo . o 11 11:00 0286346  -78.55036 120 con influencia
hospitalario : :
hospitalaria
Hospital Afluent 2025-03- Alcantarillado
HPS  PadreCarollo . "¢ 11 11:05  -0286684  -78.55410 120 con influencia
hospitalario

hospitalaria
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Figura 2a: Ubicacion geografica del sur DMQ. Negro: Parque De Las Cuadras (PLC P1- PLC P3) 0°17'15"S 78°32'51"W.
Amarillo: Hospital Padre Carollo (H P4- H P5) 0°17'14"S 78°33'01"W

. ©

N

[~
]
2z
(1]
3)

Av. Rumicha

Figura 2b: Ubicacion puntual de los sitios de muestreo en el Hospital Padre Carollo y Laguna Del Parque Las cuadras,

representados en puntos de color amarillo
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Aislamiento bacteriano e identificacion fenotipica:

A partir de cada muestra, se realizaron dos procedimientos paralelos. Por un lado, se llevaron a cabo diluciones
seriadas entre 107! a 107°, las cuales se sembraron por duplicado en medios MacConkey para el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC), seleccionando tinicamente las placas con recuentos entre 20 y 200 UFC, rango validado
para cuantificacion microbiana segiin volumen inoculado y factor de dilucion aplicado (SAG, 2025). Por otro lado, el
aislamiento de bacterias resistentes a antimicrobianos se realizd6 empleando agar sangre al 5 % suplementado con
colistina (16 pg/mL), que permitid recuperar bacterias Gram negativas con resistencia intrinseca o adquirida a
polimixinas (Thiry et al., 2019), agar EMB enriquecido con meropenem (16 ug/mL), utilizado para favorecer el
crecimiento de cepas resistentes a carbapenémicos (Lopez et al., 2020), y agar MacConkey suplementado con
cefepime (64 ng/mL), orientado al aislamiento de enterobacterias con fenotipos resistentes a cefalosporinas de cuarta
generacion (Taddeucci-Rocha et al., 2025; Carey et al., 2022). A partir de las colonias seleccionadas, se obtuvieron
cultivos puros y se realizo caracterizacion fenotipica, por tincion Gram, observacion morfologica en medios
diferenciales y en la aplicacion de pruebas bioquimicas convencionales, se incluyeron; TSI, LIA, citrato, SIM, urea,
MRVP y Oxidasa que permitieron orientar la clasificacion taxondémica para determinar el género bacteriano (Sociedad
Espafiola de Medicina Clinica, 2021). Finalmente, la susceptibilidad antimicrobiana se evaludé en agar Mueller-
Hinton, siguiendo los lineamientos establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M100-
Ed.34 (2024), y seleccionando los antibidticos seglin el grupo bacteriano identificado; en el caso de Enterobacterales,
se emplearon, Ampicilina, Cefazolina, Cefotaxima, Amoxicilina-clavulanato, Ampicilina-sulbactam, Gentamicina,
Ciprofloxacino, Levofloxacino, Trimetoprima-sulfametoxazol, Ceftriaxona, Meropenem, mientras que para no
Enterobacterales se incluyeron Levofloxacino, Ceftazidima, Gentamicina, Tetraciclina, Estreptomicina,
Ciprofloxacino, Cefepima, Meropenem, evaluando los resultados con base en los puntos de corte establecidos en el
manual.

Prueba de susceptibilidad a colistina mediante dilucion en caldo (Broth Disk Elution):

Se realiz6 la caracterizacion fenotipica de susceptibilidad a colistina mediante el método Broth Disk Elution, conforme
a los lineamientos del CLSI M100-Ed.34 (2024). Esta prueba se aplico a aislamientos seleccionados por su relevancia
clinica. A cada tubo con caldo Mueller-Hinton se le incorporaron discos de colistina (10 ug) para alcanzar
concentraciones finales de 0 pg/mL (control), 1 pg/mL, 2 ug/mL y 4 ug/mL, respectivamente, y la concentracion
minima inhibitoria (CMI) se determind visualmente como la menor concentracion en la que el medio permanecio
claro, sin turbidez visible, en concordancia con los criterios establecidos por el CLSI.

Extraccion y Secuenciacion del ADN Genomico:

La extraccion de ADN gendmico bacteriano se realizé utilizando el kit GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(Thermo Scientific). La concentracion del ADN se determiné mediante fluorometria (Qubit) (Thermo Fisher
Scientific), incluyendo un control negativo, el cual no presentd sefial detectable. Posteriormente, la integridad del
ADN fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1 % utilizando un marcador molecular de 1kb (TrackIt™
1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific; cat. 10488085; Waltham, MA, USA).

A partir del material genético se prepararon bibliotecas mediante tagmentacion y amplificacion por PCR, las cuales
fueron secuenciadas en plataforma Illumina MiSeq con lecturas emparejadas de 2x150 pb en BioSequence (Quito,
Ecuador).

Las muestras seleccionadas para la secuenciacion genomica correspondieron a aislamientos con perfiles de resistencia
antimicrobiana relevantes, particularmente frente a colistina, meropenem y cefepime. Se seleccionaron dos
aislamientos provenientes de los puntos de alcantarilla 4 y 5 del hospital, priorizando perfiles de resistencia
diferenciados. En el caso de las muestras de laguna del Parque de Las Cuadras, no se incluyeron en esta estapa debido
a que no presentaron resistencia multiple.

Analisis Bioinformatico
Evaluacion de la calidad y filtrado de secuencia:

Se evalu¢ la calidad las secuencias obtenidas utilizando la herramienta FastQC v0.12.0, considerando la presencia de
adaptadores y distribucion de calidad por posicion. El filtrado se realizé con Trimmomatic v0.36 a través de Galaxy
Australia, eliminando adaptadores y bases de baja calidad, aplicando un umbral promedio minimo de Q30. Las
secuencias fueron generadas mediante tecnologia Illumina la cuales se procesaron como lecturas paired-end, mediante
el uso de archivos de entrada separados (forward y reverse) (Bolger et al., 2014; Illumina, 2011).

Ensamblaje e identificacion genomica:

El ensamblaje de las lecturas generadas se realiz6 utilizando la herramienta SPAdes el cual optimiza los pardmetros
para obtener un ensamblaje de alta calidad. Posteriormente, la calidad del ensamblaje se evaludé con Quast,
considerando parametros como el nimero total de contigs, cantidad de contigs mayores a 1.000 pb, longitud total del
ensamblaje, longitud del contig mas largo, N50, N90, L50, L90 y porcentaje de contenido GC (Dickey et al., 2024).
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Adicionalmente la identificacion de los aislamientos fue comparada mediante BLAST frente a la base de datos de
NCBI, seleccionando como criterio de aceptacion valores de identidad superiores al 98% y cobertura mayor del 98%
(Escapa et al., 2018). También la confirmacion de la especie se realizo mediante la identidad promedio de nucledtidos
utilizando FastANI, considerando un umbral de del 95% para la asignacion de la especie (Jain et al., 2018).
Finalmente, se realiz6 un andlisis de tipado multilocus (MLST) utilizando el archivo de contigs generado por SPAdes
para identificar variaciones clonales o de linaje mediante esquemas especificos segun la especie y alelos de referencia
(de Sales et al., 2020).

Identificacion de Genes de Resistencia a Antibioticos (ARGs) mediante ABRicate:

Para la identificacion de genes de resistencia, pldsmidos y factores de virulencia, se utilizo la herramienta ABRicate,
ejecutando andlisis separados con las bases de datos ResFinder, PlasmidFinder y VFDB. Para garantizar la
confiabilidad de los resultados, se establecié un umbral de 80% de ADN tanto en identidad como en cobertura de
secuencia lo que permite identificar genes completos o casi completos, descartando aquellos con similitudes parciales
que podrian generar resultados ambiguos. (Bortolaia et al., 2020; Bharat et al., 2022; Safar et al., 2023). No se aplico
un filtrado especifico para excluir genes intrinsecos, ya que estos fueron considerados en el andlisis seglin su deteccion
tanto en ABRicate como en Prokka.

Anotacion funcional de genes mediante Prokka:

La anotacion de genes se realiz6 utilizando Prokka, una herramienta que permite predecir y asignar funciones a todos
los elementos genéticos presentes en el ensamblaje de novo. A diferencia de las bisquedas especificas realizadas con
ABRicate, Prokka lleva a cabo una anotacion general del genoma ensamblado, lo que permitié identificar genes de
relevancia tanto para RAM, elementos moviles y factores de virulencia, ya que esta herramienta integra diversas bases
de datos de referencia y algoritmos de prediccion, generando archivos en formato estandar (.GFF, .GBK, .TSV) que
facilitan el analisis detallado y la interpretacion de la informacion genética de cada aislamiento (Seemann, 2014).

3. Resultados
Recuento bacteriano total:

En los puntos 1 y 2 de la Laguna Del Parque Las cuadras no se registr6 crecimiento bacteriano, ya que las
concentraciones observadas en medio MacConkey sin antibioticos fueron inferiores al umbral de cuantificacion (=20
UFCl/placa). En cambio, en el punto 3 del mismo entorno se observé crecimiento bacteriano dentro del rango contable,
aunque con estimaciones bajas que indican una carga microbioldgica reducida. Por otro lado, en los puntos 4 y 5,
correspondientes al Hospital Padre Carollo se registraron concentraciones bacterianas significativamente mayores.
Todas las concentraciones fueron calculadas a partir de placa de dilucion 107 y se resumen en la Tabla 2 de a
continuacion

Tabla 2. Recuento bacteriano total en duplicado de los puntos de muestreo.

Punto de Recuento Recuento
Ubicacion muestreo Duplicado 1 Duplicado 2
(UFC/ml) (UFC/ml)
Laguna del PLCP1 <20 <20
Parque de PLC P2 <20 <20
las Cuadras PLCP3 3.7 x 102 3.7 x 102
Hospital H P4 2.3 x10° 24 x10°
padre carollo H P5 2.0 x 105 2.0x10°

Seleccion inicial de colonias resistentes:

Se obtuvieron siete aislamientos bacterianos a partir de los medios con antibidticos correspondientes a las muestras
recolectadas en los puntos 3, 4 y 5. En el punto 3 que corresponde a la laguna del Parque De Las Cuadras se aislo una
colonia PLC-P3 (1) en agar sangre suplementado con colistina (16 pg/mL). En el punto 4 (alcantarilla 1 Hospital
Padre Carollo), se recuperaron cinco aislamientos; H-P4 SQ (2), H-P4 SQ (3), H-P4 SQ (4) tres en sangre mas colistina
(16 pg/mL), y dos H-P4 SQ (5) y P4 SQ (6) que crecieron en EMB con meropenem (16 pg/mL), mientras que en el
punto 5 (alcantarilla 2 Hospital Padre Carollo), se obtuvo una colonia H-P5 SQ (7) en el medio EMB mas meropenem.
Los resultados se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Descripcidn de colonias resistentes obtenidas en medios selectivos.

Origen Codigo Resistencia Morfologia visual
L 1P 1 Coloni di , lisas, bord
aguna del Parque de las PLC-P3 (1) Colistina olonias me' ianas 1's,as ordes
Cuadras regulares, pigmentacion crema
. Colonias pequenas, secas, bordes
H-P4 SQ (2) Colistina : .,
enteros, pigmentacion blanco-mate
H-P45Q (3) Colistina Colonias grandes, lisas, bordes
ondulados, pigmentacion crema.
Alcantarilla H-P4 SQ (4) Colistina Colonias medianas, secas, bordes
Hospital Padre 1 enteros, pigmentacion blanco-opaca
Colonias pequenas, secas, bordes
Carollo H-P4SQ(5) Meropenem bed
enteros, pigmentacion amarillo-palido
Colonias medianas, lisas, bordes
H-P45Q (6) Meropenem . .,
enteros, pigmentacion blanco-crema.
Alcantarilla Colonias medianas, lisas, bordes
H-P5 SQ (7) Meropenem . ., . .
2 enteros, pigmentacion amarillo-palido.

Aislamiento e identificacion bacteriana:

En la Tabla 4 se puede observar los siete aislamientos obtenidos mediante estriado por agotamiento en agar
MacConkey, cuatro fueron seleccionados para analisis posteriores: PLC-P3 (1), H-P4 SQ (3), H-P4 SQ (4) y H-P5
SQ (7), ya que estos presentaron morfologia definida, tincion Gram sin indicios de contaminacioén por levaduras o
presencia de hongos. El aislamiento PLC-P3 (1) present6 un perfil bioquimico compatible con Providencia spp, H-P4
SQ (3) mostro caracteristicas compatibles con el género Proteus spp, mientras que los aislamientos H-P4 SQ (4) y H-
P5 SQ (7) se clasificaron como no Enterobacterales. De los siete aislamientos recuperados en medios selectivos,
cuatro mostraron caracteristicas morfologicas consistentes con bacterias Gram negativas. Sin embargo, los
aislamientos H-P4 SQ (2), H-P4 SQ (5) y H-P4 SQ (6) exhibieron crecimiento mixto, con evidencia de colonias
fungicas, levaduriformes o bacilos Gram positivos, lo que impidié obtener cultivos puros mediante subcultivo en
medios no selectivos. Dado que el objetivo del estudio fue caracterizar exclusivamente bacterias Gram negativas
multirresistentes, estos aislamientos fueron excluidos del andlisis fenotipico y genémico posterior. Ver resultados
bioquimicos de cada bacteria en Anexos.

Tabla 4. Identificacion bacteriana de aislamientos seleccionados.

Cédico Tincién Criterios de Género Analisis
g seleccion bacteriano posteriores
PLC-P3 (1) Bacﬂos.Gram Sin contaminacin Ent.eroba.cteral SI
negativos Providencia spp
Bacilos Gram Presencia de
H-P45Q(2) negativos y positivos  hongos y levaduras No Enterobacteral NO
H-P4 SQ (3) Bacilos .Grarn Sin contaminacion Enterobacteral SI
negativos Proteus spp
H-P4 SQ (4) Bacilos .Grarn Sin contaminacion No enterobacteral SI
negativos
Bacilos Gram Presencia de
H-P4 SQ (5) negativos, p FeSencla e vadura y colonias No enterobacteral NO
de levadura y colonias mixtas

mixtas
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Aislamiento

H-P4 SQ (6)

H-P5 SQ (7)

Bacilos Gram Presencia de
negativos, presencia h No enterobacteral NO
de hongos Ongos

Bacilos Gram

. Sin contaminacion No enterobacteral SI
negativos

Caracterizacion de perfiles de resistencia antimicrobiana:

En la Figura 3 se puede observar los perfiles de resistencia antimicrobiana, el cual evidencié que los aislamientos
procesados PLC-P3 (1), H-P4 SQ (3), H-P4 SQ (4) y H-P5 SQ (7) presentaron diferencias notables en los patrones de
resistencia en funcion de su clasificacion como Enterobacterales o no Enterobacterales. H-P4 SQ (3)
(Enterobacterales) present6 resistencia a AM, mientras que H-P5 SQ (7) (No Enterobacteral), mostr6 resistencia a
CAZ, GN, FEP y MEM. Por otro lado los aislamientos H-P4 SQ (4) y PLC-P3 (1) no presentaron resistencia multiple
y fueron sensibles a todos los antibidticos evaluados.

H-P5 SQ (7) +

H-P4 SQ (4) -

H-P4 SQ (3)

PLC-P3 (1)

Mapa de calor - Perfiles de resistencia antimicrobiana

AMC AM CAZ KZ CIP CRO CTX FEP CN LEV MEM SAM S SXT TET

Antibiodtico

Figura 3. Mapa de calor de perfiles de resistencia antimicrobiana. Azul = sensible, rojo = resistente. El aislamiento H-

P4 SQ (3) presento resistencia a AM, mientras que H-P5 SQ (7) mostro resistencia a CAZ, GN, FEP y MEM

Resistencia a colistina mediante elucion de discos en caldo (Broth Disk Elution):

Una vez identificados los aislamientos con resistencia multiple, se evalu6 la susceptibilidad frente a colistina mediante
el método de elucion de discos en caldo. H-P5 SQ (7) presento turbidez en los tubos 0, 1, 2 pg/mL (CIM <2 pg/mL),
mientras que H-P4 SQ (3) presentd turbidez en todos los tubos 0, 1, 2 y 4 pg/mL (CIM > 4 pg/mL), lo que indica
crecimiento incluso en la concentracion mas alta ensayada. En la Tabla 5 se puede observar los resultados de ambos

aislados.

Tabla 5. Evaluacion de susceptibilidad a colistina mediante Broth Disk Elution.

Opug/mL 1ug/mL 2pg/mlL 4pg/mlL  Interpretacion

H-P4 SQ (3) + + + + Resistente
H-P5SQ (7) + + + Intermedio
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Resultado molecular:

La concentracion de ADN genomico para ambos aislados, mediante Qubit 4 fue de 42,8 ng/uL. de ADN en H-P4 SQ
(3) mientras que para H-P5 SQ (7) se obtuvo 80.2 ng/uL, ambas bacterias estuvieron dentro del rango requerido para
la preparacion de bibliotecas gendmicas segin las especificaciones técnicas del proveedor BioSequence
(recomendacion el valor). Como se observa en la Figura 4 en el gel de agarosa al 1% las muestras presentan una
banda de ADN definida, sin presencia de degradacion.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN gendmico de los aislamientos H-P4 SQ (3) y H-P5 SQ (7).

Trackit™ 1 Kb
Plus DNA Ladder

H-P5 5Q (7) H-P4 SQ (3)

——— et

d

E888BEE S

Calidad de lecturas, ensamblaje y caracterizacion genomica.

En las Figuras 5y 6 se pueden observar los reportes de FastQC posteriores al filtrado con Trimmomatic (Phred > 30)
mostraron que ambas bacterias presentaron valores Phred cercanos a 32—34 en los primeros 10 pb. En H-P4 SQ (3) el
valor final en las secuencias R1 y R2 fue de 38 que se presentaron como los valores aproximados respectivamente,
mientras que en H-P5 SQ (7) se obtuvieron valores medios de 36 en R1 y R2.

Quality scores across all bases (Sanger /lllumina 1.9 encoding} Qualtty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

]

Figura 5. Valores de calidad Phred post-trimado de las lecturas Reverse 1 y Reverse 2 del aislamiento H-P4 SQ (3) obtenidas mediante
FastQC.
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Figura 6. Valores de calidad Phred post-trimado de las lecturas Reverse 1y Reverse 2 del aislamiento H-P5 SQ (7) obtenidas mediante

FastQC.

Adicionalmente el ensamblaje de novo con SPAdes presentd un conjunto de datos que fue posteriormente evaluado
con Quast. H-P4 SQ (3) present6 30 contigs con una longitud total de 3,73Mb, un N50 de 239.491pb, y una secuencia
maxima de 755.538 pb; ademas, presentd un L50 de 5, N90 de 83.078 y contenido GC de 38,5%. En contraste, H-P5
SQ (7), se obtuvieron 316 contigs, y un tamaiio total de 4,69Mb, con valores de N50 y L50 de 24.713 y 60
respectivamente, una secuencia maxima de 96.605pb, N90 de 8273 y un contenido GC elevado de 66,35%.

En cuanto a la identificacion por similitud mediante BLAST, la secuencia de H-P4 SQ (3) present6 una coincidencia
del 99.99% de identidad y 100% de cobertura con Proteus mirabilis strain XH1568 (CP049941), mientras que H-P5
SQ (7) mostr6 un 98.89% de identidad y 100% de cobertura con Stenotrophomonas maltophilia strain Sm53
(CP040430.1), ademas la identidad de cada bacteria confirmada por fastANI para ambas bacterias fue de 99,17% y
97,27% respectivamente. El analisis de tipado multilocus (MLST) no arrojo6 coincidencias con secuencias registradas.

Genes anotados de Stenotrophomonas maltophilia y Proteus mirabilis:

Respecto a la anotacion de genes de resistencia, la herramienta ABRicate junto con la base de datos ResFinder
identifico en Proteus mirabilis tres genes de resistencia, cat_1: 98.32% de identidad, 99.85% de cobertura, tet(J) 1:
99.98% de identidad, 100% de cobertura, gnrD1_ 100% identidad y cobertura. Mientras que en Stenotrophomonas
maltophilia se anotaron dos genes de resistencia, aph(3')-Ilc_1: 98.51% de identidad y 99.14% de cobertura, BlaL I:
89.31% de identidad y 93.33% de cobertura. Adicionalmente, no se detectaron plasmidos ni factores de virulencia en
ambas bacterias, segun los analisis con las bases PlasmidFinder y VFDB.

A partir del analisis realizado con Prokka, en S. maltophilia se identificaron 68 genes de resistencia a antimicrobianos
(RAM) representando aproximadamente el 60 % por genes multirresistencia MDR, seguido por genes asociados a f3-
lactamicos (16,2 %), macrélidos (11,8 %), polimixinas (4,4 %), otros antibidticos, incluyendo, fenazina,
bicyclomicina y fosfomicina (4,4 %), y aminoglucdsidos (2,9 %). Por su parte, en P. mirabilis se identificaron 46
genes de resistencia, los cuales genes MDR constituyeron el 54,3 %, seguidos por genes B-lactamicos (15,2 %),
polimixinas (8,7 %), tetraciclinas (6,5 %), macroélidos (4,3 %) y aminoglucdsidos (2,2 %), y otros antibidticos como
fosfomicina, bicyclomicina, cloranfenicol y linearmycin (8,7 %) genes que se resumen en la Figura 7. A continuacion,
la Tabla 6 presenta algunos genes de cada bacteria identificados durante el analisis.

Tabla 6. Genes de resistencia identifcados en Proteus mirabilis y Stenotrophomonas maltophilia

Bacteria Mecanismo Gen Resistencia
acrA/B/Z —TolC
emrA/B/D/E
macA/B
Bombas de eflujo YDhR, tetA/] Multirresistencia (MDR)
mdtA/B/C/H
mdIA/B/C
Proteus Inactivacion aadK Aminoglucosidos
mirabilis enzimatica fosA Fosfomicina
cat Clorafenicol
Modificacion de ArnA/D, emrA Polimixinas
membrana
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Modificacion de

diana

mrcA/B, pbpC, fisl

B-lactamicos

Stenotropho
mona

maltophilia

Bombas de eflujo

macA/B/C

acrA/B/F

mexA/B

arnBCDATE

mdtL

mdIA/B/C

smrA

ogxB23

YbhE/R/S

emrEB

Multirresistencia (MDR)

Inactivacion

enzimatica

fsr

Fosfomicina

BlalLl, Toho-1,

B-lactamicos

aac(6')-Iz, neo, eis

Aminoglucésidos

Modificacion de

diana

PbcE/C,  fis],
mrcA/B, IpoA

ampG,

B-lactamicos

EmrA, eptA, phoP

Polimixinas
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Tabla 7. Determinantes genéticos y fenotipos de resistencia en Proteus mirabilis y Stenotrophomonas maltophilia

Bacteria Antibiético Fenotipo Determinantes en su posible Referencias
resistencia
Colistina Resistente arnd, arnD (arnBCADTEF), Gogry et al., 2021;
EmrA/B Armbruster et al.,
Proteus mirabilis 2017; Jang, 2023
Ampicilina Resistente AcrAB-TolC Jang, 2023; Visalli et
al., 2003
Ceftazidima Resistente blalL1 (MBL) + Toho-1 (ESBL) Yang et al., 2014;
Sapula et al., 2025;
Celenza et al., 2008
Cefepime Resistente blalL1 (MBL) + Toho-1 (ESBL) Yang et al., 2014,
Sapula et al., 2025
Meropenem Resistente blalL1 (MBL) Yang et al., 2014
Stenotrophomonas
maltophilia Gentamicina | Resistente MacAB —TolCsm Linetal., 2014
Colistina Intermedio | Operén arnBCDE Zhang et al., 2024;

Wang et al.,, 2012;
Tungetal., 2024
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Figura 7. Genes de resistencia antimicrobianos identificados en P.mirabilis y S. maltophilia, agrupados por clase funcional
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Ademas de los genes de resistencia antimicrobiana, el analisis bioinformatico con Prokka permitio
identificar un ntimero considerable de factores de virulencia en ambos aislados bacterianos. En este estudio
se identificaron en promedio 223 genes de virulencia en Proteus mirabilis y 216 en Stenotrophomonas
maltophilia, distribuidos en once categorias funcionales como se observa en la Figura 8. P. mirabilis
presentd un predominio de genes asociados a motilidad (12.1%), adhesion (8.1%) y flagelos (16.1%,). Por
su parte S. maltophilia mostré un patron diferente, con una proporcion de genes de proteasas (14.4 %),
respuesta al estrés oxidativo (4.6%), y también genes de secrecion (11.1 %). Los genes detallados se pueden
observar en Anexos.
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Clasificacién funcional de genes de virulencia

Figura 8. Numero de genes de virulencia por categoria funcional en P. mirabilis y S. maltophilia

Como complemento al analisis de factores de virulencia, se caracterizaron elementos genéticos moviles presentes en
ambas cepas. En P. mirabilis, se detectaron seis elementos, de los cuales cinco correspondieron a transposones
(83,3%) los cuales pertenecen a la familia IS3 (ISSba3), ISKra4 (ISCepl), ISNCY (ISRor2), IS1595 (ISSsu9), Tn3
(tnpR) y uno a un integron intS, codificante de una integrasa de tipo profagico (16,7%). En S.maltophilia, se
identificaron 17 elementos, distribuidos en 16 transposones (94,1%) correspondientes a las familias IS3 (ISStma2,
[SStma3, [SStmal3), IS110 (ISStma6, ISStma7, [SStma8, ISPpul0), IS481 (ISStma3, ISStmal2, ISBIm4), IS1595
(ISBsp7), asi como genes asociados a transposones Tnl0 (tetC), Tn3 (ISMpo10), y un integrén (5.9%) intA, también
relacionado con integrasas de profagos.

Proporcién de elementos genéticos moviles

P. mirabilis S. maltophilia
Inteqrén Integron
16.7% i b
Transposones Transposones
833% 94.1%

Figura 9. Proporcion y clasificacion de elementos genéticos moviles en S. maltophilia y P. mirabilis



Identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos en cuerpos de agua del Distrito Metropolitano de Quito 2025, Saavedra, S., Maldonado, A 16 of 27

4. Dicusion

Los resultados de esta investigacion muestran que en las bacterias gram-negativas aisladas, se identificaron genes de
resistencia antimicrobiana de importancia clinica, incluyendo determinantes asociados a la resistencia -lactamicos,
tetraciclinas, aminoglucosidos, polimixinas, macrolidos y multirresistencia, lo que indica la capacidad de estas
bacterias en presentar perfiles de resistencia coinciden con lo sefialados por Berendonk et al. (2015), quienes destacan
que los ambientes acuaticos funcionan como reservorios o puntos de resistencia. En términos de distribucion el
alcantarillado del Hospital Padre Carollo presentd las mayores concentraciones bacterianas, con recuentos de hasta
2,4 x 10° UFC/mL en el punto H P4 y 2,0 x 10° UFC/mL en H PS5, que se alinean con lo reportado en otros estudios
de laregion. En Brasil Vasquez et al. (2025) documentaron concentraciones promedio de bacterias resistentes en aguas
cercanas a 5,7 log UFC/mL, mencionando ademas que los hospitales son fuentes relevantes de generacion de bacterias
multirresistentes debido al uso intensivo de antibidticos. De manera similar, en Argentina, Paz et al. (2004)
identificaron cargas bacterianas en el Hospital de Clinicas de Buenos Aires, con 5,4 x 10° UFC/mL de bacterias
mesofilas viables y 1,2 x 10° NMP/100 mL de coliformes fecales, lo cual demuestra que los efluentes hospitalarios
pueden alcanzar concentraciones elevadas. Por otro, lado si bien en el parque de las cuadras se registraron recuentos
bacterianos mas bajos, con valores inferiores a 20 UFC/mL en los puntos P1 y P2, y en el punto P3 (3,7 x 10> UFC/mL)
que si bien representa crecimiento bacteriano, se mantienen dentro rangos bajos. Esto ya se ha observado en otros
cuerpos de agua urbanos con fines recreativos; por ejemplo, Moretto et al. (2021) reportaron en Brasil recuentos de
coliformes entre 149 y 736 UFC/mL y de E.coli entre 4.8 y 406 UFC/mL en lagunas como Cabrito, Torord y Abaet¢,
evidenciando que incluso cuerpos de agua urbana pueden albergar bacterias y genes clinicamente relevantes.

También en este trabajo se evidenci6 crecimiento bacteriano en colistina, que es de relevancia ya que este antibidtico
es considerado de ultima linea frente a infecciones por bacilos gramnegativos multirresistentes. Reportes hospitalarios
ya han mostrado que la resistencia a colistina, sobre todo en Klebsiella pneumoniae ST-258, se ha vinculado con
brotes intrahospitalarios de dificil control y coexistencia de carbapenemasas (Higuita-Gutiérrez et al., 2017).
Asimismo, en el estudio de Balcaza et al. (2020), se ha documentado la presencia de enterobacterias resistentes a
colistina en aguas superficiales como rios o lagunas, donde se analizaron 70 muestras de agua y se recuperd 106
enterobacterias. Aunque con baja frecuencia del 14,7%, dentro de los aislamientos resistentes solo dos
correspondieron a colistina, uno de manera aislada y otro en combinacion con fosfomicina. Asi mismo, se ha
evidenciado que la resistencia a meropenem también estd presente en efluentes hospitalarios, y puede verse
comprometido fuera del ambito clinico, ya que en un estudio realizado en cinco hospitales de Seul se reportd que en
uno de ellos se presentaron bacterias heterotroficas cultivables resistentes, entre las que se identificaron Bacillus
licheniformis, Pseudomonas geniculata y Bacillus megaterium, cuyos perfiles presentaron multirresistencia, frente a
mas de doce antibioticos, ademas de tener la capacidad de persistir en aguas superficiales estériles durante sesenta
dias (Hwang & Kim, 2018). De manera similar, en México también se ha documentado la presencia de bacilos Gram
negativos resistentes a meropenem en aguas residuales hospitalarias, presentandose mayormente Enferobacterales
portadores de genes de carbapenemasas como blaKPC, blaNDM y blaVIM (Urzua-Abad et al., 2024).

Es importante mencionar que las muestras estudiadas se recolectaron de fuentes sin tratamiento previo, ya que
provienen directamente de alcantarillas hospitalarias y de una laguna recreativa urbana, y por lo tanto tienen una
mayor probabilidad de contener mas bacterias resistentes. Esto se sabe ya, como lo sefialan Sanchez et al. (2022) en
las aguas residuales hospitalarias sin tratar se observaron concentraciones mayores de bacterias resistentes con niveles
hasta 20 veces superiores para bacterias multirresistentes y 5 veces mayores para ciprofloxacina, en comparacion con
aguas sin tratar. Por ejemplo, Stange et al. (2019) demostraron que la aplicacion de cloro (0,5 mg/L durante 30 min)
redujo entre 3,8 y 5,6 log las bacterias viables, pero solo entre 0,8 y 2,8 log los genes de resistencia; ademas, sefialaron
que el tratamiento con radiacion UV fue efectivo para inactivar bacterias, aunque apenas logré disminuir la presencia
de ARGs (0-1 log). Asi mismo, el estudio de Silvester et al. (2025) afirma que al comparar aguas residuales
hospitalarias y comunitarias antes y después del tratamiento, muestran que sus resultados lograron reducir la carga
bacteriana entre 0,3 y 1,5 log, y los ARGs entre 0,2 y 2 log, y asi evidenciar que el tratamiento logra disminuir la
cantidad de bacterias y genes de resistencia pero no las elimina por completo.

En este estudio, el ensamblaje bioinformatico de P. mirabilis H-P4 SQ (3) presento resultados que son coherentes con
lo reportado previamente en diferentes contextos. Gmiter et al. (2019) describieron en su estudio dos cepas de P.
mirabilis con tamafios gendémicos de 3,81 y 3,93 Mb respectivamente, con contenidos GC de 38,5-38,7% y numeros
de contigs mas elevados (83 y 76), ademas de valores de N50 inferiores, de 95.718 y 105.852 pb, de forma similar,
Botschner et al. (2023) informaron de un asilamiento de P. mirabilis en aguas residuales en Canada con un genoma
de ~3,94 Mb y un GC de 38,62%, compuesto por un promedio de 41 contigs y valores de N50 de 231.972 pb. En
contraste, S. malotophilia H-P5 SQ (7) mostro6 resultados que son consistente con lo reportado en estudios previos. Li
et al. (2022) describid a la KJ de S. maltophilia aisladas en Taiwan con un tamafio genémico de 4,88 Mb, 70 contigs,
un N50 de 182.983 pb y un contenido GC de 65%. De forma similar, Cobe et al. (2025) reportaron aislamientos con
genomas entre 4,74 y 4,99 Mb, con un niimero de contigs que oscild entre 33 y 73 y valores de N50 superiores (211—
452 kb).

En cuanto a la deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos (RAM) en bacterias ambientales como lo son
Proteus mirabilis y Stenotrophomonas maltophilia ambas identificadas en este estudio, representan un problema para
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los sistemas de salud, cuando aparecen en aguas contaminadas como alcantarillado hospitalario donde la presion
selectiva es mayor. Segun Bostanghadiri et al. (2024) S. maltophilia es de preocupacion debido a su resistencia a una
amplia gama de antimicrobianos, como: penicilinas, cefalosporinas, monobactadmicos, aminoglucésidos e incluso
carbapenémicos, antibidtico que es considerado como ultima linea de tratamiento. En el caso de P. mirabilis también
ha mostrado la emergencia de cepas multirresistentes (MDR) que representa un desafio clinico significativo
especialmente en infecciones asociadas a catéteres urinarios y sepsis nosocomial (Hafiz et al., 2024).

En este contexto, el analisis bioinformatico de S. maltophilia y P. mirabilis permiti6 identificar bombas de eflujo
(MDR) especificas: MacABC, SmrA y EmrEAB, observadas respectivamente en cada una de las bacterias, y que son
consistentes con las funciones reportadas por Majumdar et al. (2022). La bomba MacABC tipo ABC presenta las
caracteristicas descritas por estos autores, confiriendo resistencia intrinseca a aminoglucdsidos, macrolidos y
polimixinas, lo que se corresponde con los hallazgos en S. maltophilia. Igualmente, se menciona la bomba EmrABE,
que participa en la extrusion de compuestos hidrofobicos y diversos antibidticos como el 4cido nalidixico y
eritromicina. El estudio también menciona que el gen SmrA, como la primera bomba de eflujo tipo ABC caracterizada
en S. maltophilia, implica capacidad de resistencia a tetraciclina y doxorubicina, antimicrobianos que se emplean
contra este patdgeno. Sin embargo, en este caso la sola presencia de smrA no es suficiente, ya que la cepa podria
presentar sensibilidad fenotipica a tetraciclina. Esta observacion coincide con Yakout & ElBaradei (2022), en donde
mencionan que smrA por si solo no confiere resistencia completa en ausencia de genes como tetM

En este estudio se observo resistencia a gentamicina lo que concuerda con el estudio de Lin et al. (2014) quienes
sefialaron que la cepa silvestre de S. maltophilia presenta resistencia notable frente a gentamicina con una MIC de
1024 pg/ml. Esta resistencia de atribuye principalmente a la bomba de eflujo MacABCsm, que se expresa de manera
constitutiva y expulsa de forma activa no solo gentamicina, sino también a amikacina, kanamicina y tobramicina. El
mismo estudio mostré que, incluso al tener mutantes de este operdn los valores de MIC pueden disminuir llegando a
512 pg/ml para el caso de gentamicina, pero aun asi mostrar una resistencia elevada.

En relacion con la resistencia intermedia observada a colistina en S. maltophilia, esta presentd varios genes que
pertenecen al operén arnBCDATEF; sin embargo, en el presente estudio no se detectd el gen arnAd, que cataliza el
primer paso de la ruta biosintética de L-4Ara4N. También se detectd phoP que se han vinculado en la literatura con
la modificacion de lipopolisacarido (LPS), y por lo tanto ayuda con la reduccion del antibidtico. Estos hallazgos
coinciden con Zhang et al. (2024), quienes identificaron lo presencia de arnd perteneciente al operon arnBCDATEF
y phoP en cepas ambientales resistentes encontradas en cuerpos de aguas naturales con concentraciones minimas
inhibitorias elevadas (hasta 640 mg/L). De forma complementaria, Osisiogu et al. (2024), sefialaron que la resistencia
frente a polimixinas en esta especie bacteriana esta regulada por phoP. No menos importante es mencionar que estos
genes ya han presentado resistencia en P. aeruginosa y K. pneumoniae con resistencia a colistina, como lo ha reportado
Tung et al. (2023).

Dentro de las bombas de eflujo en ambas bacterias se han reportado el conjunto de genes acrA/B y tolC, componentes
clave del sistema de eflujo AcrAB—TolC, una de las bombas de eflujo mas relevantes clinicamente en bacterias
Gramnegativas. Segun lo reportado por Jang (2023), AcrAB—TolC participa en la resistencia a multiples antibioticos,
expulsando compuestos de diversas clases, como: B-lactamicos (oxacilina, cloxacilina, piperacilina, bencilpenicilina),
fenicoles (cloranfenicol), tetraciclinas (tetraciclina, minociclina, doxiciclina), macroélidos (eritromicina,
claritromicina), quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina), y rifamicinas (rifampicina), asi como antisépticos y
colorantes cationicos como el bromuro de etidio y el cloruro de benzalconio. Debido a su amplio espectro de sustratos
y su eficiencia de expulsion, el sistema AcrAB—TolC se lo considerada uno de los mecanismos con mayor impacto en
la resistencia multidrogas (MDR).

La gran variedad de genes de resistencia a antimicrobianos en S. maltophilia muestra preocupacion en ser una bacteria
MDRO. En primer lugar la resistencia a f-lactimicos, es conferida por el gen blalLl que codifica una metalo-f-
lactamasa (MBL), gen que es considerado intrinseco en S. maltophilia, y ha demostrado una amplia capacidad para
hidrolizar carbapenémicos como meropenem, asi como cefalosporinas de amplio espectro, incluyendo cefepime y
ceftazidima (Yang et al., 2014).

De forma complementaria, la B-lactamasa Toho-1 detectada en este estudio también es capaz de conferir resistencia a
cefalosporinas de amplio espectro como ceftazidima y cefepime, aunque con menor eficiencia contra esta ultima
(Sapula et al., 2025). Igualmente un estudio mencionado por Celenza et al. (2008) una variante natural derivada de
Toho-1 puede mostrar resistencia elevada frente a ceftazidima.

No menos importante es la deteccion en S. maltophilia los genes ampG y IpoA cuya presencia es de relevancia ya que
implican en la regulacion de mecanismo de resistencia a B-lactamicos. Segun un estudio de Zeng & Lin (2013) estos
genes no codifican enzimas inactivadoras directamente, sino que contribuyen en rutas internas capaces de activar
respuestas frente a la presion antibidtica como lo es el caso del gen ampG que esta asociado a la induccion de f-
lactamasas en diversas bacterias gram negativas, asimismo /poA4 ha sido vinculado con el aumento en la expresion del
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gen blaA que es una P-lactamasa de clase A capaz de hidrolizar penicilinas y algunas cefalosporinas incluso en
ausencia de antibioticos (Yin et al., 2015).

En el caso de P. mirabilis, se identificaron los genes cat I y tet(J) I, tetd, los cuales codifican mecanismos de
resistencia frente a cloranfenicol y tetraciclinas respectivamente. El gen cat I codifica un cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), enzima que inactiva el antibidtico cloranfenicol, mientras que tet(J) [ y tetA confieren
resistencia a tetraciclinas mediante un mecanismo de eflujo activo, aunque el antibiograma no incluyo prueba con
doxiciclina, la presencia de este gen en la cepa analizada indica la existencia de determinantes genéticos funcionales
frente a este grupo de antimicrobiano. Esto concuerda con Ma et al. (2022), quienes identificaron estos genes en
conjunto de cepas de P.mirabilis en donde cat I fue hallado en el 97.75% de los aislados, ¢ igualmente tetJ en el
100% se presentd entre los genes mas prevalentes en este estudio.

Asi mismo, en P. mirabilis, se detectaron genes relacionados con resistencia a polimixinas, especificamente para
colistina, como arnd y arnD, genes los cuales forman parte del operon arnBCADTEF que estan implicados en la
modificacion del lipopolisacarido (LPS). Por ejemplo, en el estudio de Gogry et al. (2021) y en el trabajo de
Armbruster et al. (2017) han reportado la participacion de este operdn detectados en cepas clinicas de P. mirabilis
asociadas a infecciones hospitalarias urinarias, lo que podria implicar un riesgo de estos genes se diseminen hacia
cuerpos de agua.

También, en la cepa de P. mirabilis se identifico el gen gnrD1 por medio de ABRicate, perteneciente a los mecanismos
plasmidicos de resistencia a quinolonas (PMQR) que se lo ha asociado con resistencia de bajo nivel a
fluoroquinolonas, que puede provocar un aumento moderado en la concentracion minima inhibitoria (MIC) y no
siempre clasificar como clinicamente resistente. En el estudio de Poirel et al. (2012) se describe que las cepas con
estos genes gnr se consideran determinantes de resistencia de bajo nivel. También, Martin-Gutiérrez et al. (2017)
reportaron que la presencia de estos genes en cepas de E. coli demostraron que bajo condiciones de orina acida este
gen puede conducir a un fenotipo clinicamente resistente.

De igual forma, en P. mirabilis se identificd el gen acr, el cual codifica para la bomba de eflujo AcrAB—TolC,
ampliamente descrita como determinante clave para la resistencia a fS-lactamicos como la ampicilina en gram
negativas, contribuyendo en reducir las concentraciones intracelulares del antibiotico (Jang, 2023). En concordancia,
Visalli et al. (2003) demostraron que en P. mirabilis la alteracion del gen acrB aumenta la sensibilidad no solo en
ampicilina sino en diversos antibioticos.

Larelacion entre determinantes genéticos y perfiles fenotipicos discutido en ambas bacterias se resume en la Tabla 7
(Resultados).

Con base en los resultados obtenidos y discutidos, es necesario explorar las razones por las que estos microorganismos
abarcan estos genes y estan presentes tanto en alcantarillado hospitalario. Como lo explican Chia et al. (2020) estas
bacterias se pueden diseminar desde el ambiente hospitalario hacia el alcantarillado y se presentan en cuerpos de agua
urbanos, donde la problematica se amplifica debido a factores adicionales de contaminacién, y ya se se ha
documentado en paises como Singapur, India, Bangladesh y Espafia. Esta dispersion no siempre se debe a fallas
técnicas evidentes, sino a aspectos frecuentemente pasados por alto, como la persistencia de biofilms en los sistemas
de drenaje profundo o el uso de lavabos y duchas sin mecanismos eficaces de descontaminacion. Los factores de
contaminacion, tanto directos como difusos, incluyen especialmente las descargas de aguas contaminadas
provenientes de sistemas de alcantarillado mixtos o desbordados, instalaciones hospitalarias cercanas y escorrentias
urbanas o agricolas que vierten microorganismos resistentes y residuos antimicrobianos que suelen tener
concentraciones elevadas de bacterias y compuestos farmacéuticos que ejercen presion selectiva que terminan en
ambientes acuaticos, mostrando asi una via directa de estos microorganismos hacia el sistema de alcantarillado.
(Nappier et al., 2020).

Aparte de los genes de resistencia (RAM), es fundamental considerar los factores de virulencia que podrian estar
implicados en la persistencia ambiental y la potencial diseminacion de estas bacterias. Entre los genes identificados
en P. mirabilis, uno de los mas relevantes es mrpA relacionado con la produccion de fimbrias de tipo MR/P, estructuras
que son clave para la adhesion y formacion de biofilms ya que, seglin el estudio de Veisi et al. (2022), este gen se
encontrdé con una mayor frecuencia en cepas que producian biopeliculas mas densas, lo que indicada estabilidad y
cohesion en la comunidad bacterianas y persistencia en cuerpos de agua contaminada. Este patron ha sido
documentado por Armbruster & Mobley (2012) quienes sefialan que la motilidad tipo swarming y la expresion de
fimbrias estan reguladas de forma coordinada por el sistema mrpJ, que reprime la produccion de flagelos durante la
fase de adhesion.

Por su parte, S. maltophilia se identifico el gen smf-1, que también codifica una fimbria tipo I y ha sido relacionada
con la formacion de biofilms. Este gen ha sido reportado en multiples estudios en cepas aisladas de entornos hidricos
contaminados, como por ejemplo, Cruz-Coérdova et al. (2020), documentaron cepas portadoras de smjf-/ aisladas
directamente de grifos, lavabos y sistemas de aguas hospitalarios, mostrando esta capacidad de permanecer en contacto
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constante con agua. De forma complementaria, Pourramezan et al. (2023) también identificaron este gen en cepas
aisladas de fuentes de agua hospitalaria, con potencial de diseminacion hacia el exterior. Como se observa en la Figura
8, S maltophilia mostrd un patrén diferente con una proporcion elevada de genes relacionados con proteasas, respuesta
al estrés oxidativo y sistemas de secrecion, mecanismos que han sido vinculados en estudios como el de Nas et al.
(2019) quienes mencionan estos sistemas por su papel en la liberacion de proteinas efectoras implicadas en
competencia microbiana, modulacion del entornos y persistencia en superficies abioticas.

Ademas de los factores de virulencia codificados en el genoma, muchas bacterias adquieren caracteristicas adicionales
que aumentan su potencial patogénico a través de elementos genéticos moviles (EGMs), como integrasas,
transposasas, profagos o secuencias de insercion que facilitan la incorporacion de genes de resistencia y virulencia
mediante transferencia horizontal de genes, lo que puede convertir a estas cepas ambientales en amenazas clinicas
emergentes (Partridge et al., 2018).

En este contexto, en Proteus mirabilis, se detectaron los genes ISSha3, ISCepl, ISRor2 y ISSSu9, todos ellos
correspondientes a distintas familias de secuencias de insercion (IS), de acuerdo con la base de datos ISFinder (Siguier
et al., 2006). También, se identifico el gen tnpR que codifica la resolvasa del transposén 7rn3, clasificado dentro de la
familia de estos transposones (Lima-Mendez et al., 2020). En el estudio de Montano et al. (2022) se describio que la
funcién principal de estos genes es resolver los cointegrados formados durante la transposicion replicativa, lo que
implica completar el ciclo de movilidad de estos elementos genéticos, Por otra parte, en el estudio de Razavi et al.
(2020) se reportod que los elementos de la familia 773 mostraron asociaciones estadisticamente significativas con genes
de resistencia a antibidticos en bacterias del género Klebsiella, ademas de una alta abundancia en metagenomas
provenientes de ambientes acuaticos contaminados, como aguas residuales.

Por otro lado en Stenotrophomona maltophilia se identificaron multiples elementos genéticos méviles (EGMs) como
secuencias de insercion (IS) de las familias 753, 1S481 e IS110 (por ejemplo, ISStma2, ISStmal2, ISStma8), asi como
transposones tipo 7n3 (ISMpol0) y Tnl0 (TetC), e integrasas de profago como intA. Aunque estos elementos no
codifican directamente resistencia o virulencia, cumplen un rol clave en la transferencia horizontal de genes,
facilitando su insercion, recombinacion y persistencia en comunidades bacterianas. Esto contrasta con el estudio de
Mbanga et al. (2021) quienes identificaron elementos como /S3 e 1S481, integrones clase 1 y transposones 7n21 y
Tn402 en E. coli multirresistentes aisladas del efluente final de una planta de tratamiento y un rio receptor.

5. Conclusiones

Durante este estudio se identificd Proteus mirabilis y Stenotrophomonas maltophilia en muestras del alcantarillado
hospitalario, donde ambas especies presentaron perfiles de resistencia que incluyen PB-lactamicos, quinolonas,
aminoglucosidos, polimixinas y genes de resistencia multiple (MDR).

El analisis bioinformatico reveld factores de virulencia identificados, como mrpA en P. mirabilis y smf I en S.
maltophilia, que presentan la capacidad de formar biofilms y persistir en sistemas acuaticos contaminados. Esto se
suma la presencia de elementos genéticos moviles que aumentan su potencial de colonizacion y transmision.

Tanto el alcantarillado hospitalario como las aguas recreativas funcionan como reservorios y puntos de diseminacion
de genes de resistencia a antimicrobianos, por lo que estos hallazgos muestran la importancia de estos cuerpos de agua
en el sur del Distrito Metropolitano de Quito estén incluidos dentro de los sistemas de control y vigilancia.

A pesar de su baja carga bacteriana, la laguna del Parque de las Cuadras se observo aislamientos capaces de crecer en
presencia de meropenem y colistina, lo que indica la circulacién de posibles bacterias ambientales resistentes a
antibiodticos de ultima linea incluso en entornos recreativos urbanos.

6. Recomendaciones

Desarrollar convenios entre universidades, municipios y hospitales para generar bases de datos abiertas sobre genes
de resistencia y presencia de patdgenos presentes en esta area del sur de quito.

Evaluar el impacto de los interceptores y nuevas PTAR sobre la dindmica de resistencia mediante estudios
longitudinales, asegurando que la infraestructura realmente reduzca la diseminacion de genes.

7. Limitaciones

El presente estudio presenta varias limitaciones que deben ser consideradas al interpretar los resultados. En primer
lugar, el muestreo se realizd de manera puntual y sin replicacion, lo que limita la capacidad de evaluar variaciones
temporales o estacionales en la presencia de bacterias resistentes y sus genes asociados. Asimismo, la seleccion de
sitios de muestreo respondio a criterios de accesibilidad y conveniencia, por lo que los resultados podrian no reflejar
de forma integral la heterogeneidad ambiental del area de estudio.
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En segundo lugar, aunque se recuperaron multiples aislamientos bacterianos, solo dos de ellos fueron sometidos a
secuenciacion gendomica completa (WGS), lo que restringe el alcance de los analisis comparativos y la extrapolacion
de los hallazgos a una escala mas amplia. A esto se suma la falta de un analisis filogenético detallado y la ausencia de
un esquema completo de tipado multilocus (MLST), que habrian permitido esclarecer con mayor precision las
relaciones clonales y evolutivas entre los aislados.

Por ultimo, el estudio se centrd unicamente en bacterias Gram negativas cultivables, excluyendo microorganismos
viables no cultivables (VBNC) y otros grupos microbianos de importancia potencial. Ademas, aunque se aplicaron
herramientas bioinformaticas robustas, los resultados dependen de la calidad de los ensamblajes y de las bases de
datos de referencia utilizadas, lo que puede limitar la deteccion de genes poco descritos o variantes emergentes.
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Anexo 1. Pruebas Bioquimicas

Pruebas Bioquimicas

Muestras  oxidasa Lisina Citratode  Urea Sulfito indol motilidad Rojode  Voges
Descarboxilasa Simmons metilo Proskauer
Lia  Gas H2S Indol  Motilidad

PLC-P3(1) - - + + + _ + + + _

Acinetobacte

r spp.

H-P4 SQ + - - - - - - - + -

(2)

H-P4 SQ - - + + + + - + + -

3)

Proteus

spp.

H-P4 SQ - - - - - - - - + -

4)

HP4 SQ - - - - i n T 3

5)

H-P4 SQ + - - - _ _ _ _ I _

6)

H-P5 SQ - - - - - - - - + -

(7)
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Anexo 2. Genes de virulencia

P. mirabilis Genes

Regulacion PrtR, SutR, RcsA, FIhD, FIhC, BaeR, DegU,
Betl, NorG, SlyA, TyrR, CysB, BenM, YebC,
YidZ, DmIR, KdpE, HexR, AcuR, TreR, FarR,
UnpA, DsdC, XynR, DauR, AcrR, BolA, PhoB,
GIvR, YbbH, NimR, ChbR, CueR, MurR,
ArsR2, SgrR, LeuO, MraZ, ArgP, MetR, BtsR,
Yhal, GalR, IscR, QseF, GntR, CpxR, GabR,
PchR, ZntR, CRP, HdrR, sasA.
Flagelos FlgB, FlgC, FIgE, FlgF, FlgG, FlgH, Flgl, Figk,
FlgL, FIhA, FIhB, FIhC, FIhD, FliE, FliF, FliG,
FliH, Flil, FliJ, FliK, FliL, FliM, FliN, FliO,
FIiP, FliQ, FliR, FliS, FiiT, FliU, FliV, FliW,
FliX, FliY, MotA, MotB
Motilidad fimA 1, fimA 2, fimA 3, fimA 4, fimC,
fimD 1, fimD 2, fimD 3, fimF, fimG 1,
fimG 2, fliA, fliC2_1, fliC2_2, fliD, fliE, fliF,
fliG, fliH, flil, fliJ, fliS, fliT, fliZ, motA, rssA,
rssB 1
Proteasa bepA, clpA, clpS, degQ, degS, ftsH, glpG, hflC,
hflK, hflX, hslU, hslV, htpX 1, htpX 2, hybD,
hycl, lon_1, lon_2, pmbA, ptrA, ptrB, rseP,
sohB, sppA, stiP, tesA, yhbU
Fimbrias mrpA_1, mrpA 2, mrpA_3, mrpA_4, mrpA 5,
mrpA_6, pmfA, ecpA, ecpB, ecpC, ecpE, stmC 1,
sfmF, IpfA 1, IpfB, yral, papA 1, yfcQ 2,
yfeQ 1, yfeQ 3, sfaA, sfmC 2, elfG,

papA 2, papH, elfD
Adhesion ail, apxIB, bamC, bamD, thuA, fimD 1, ihfA,
ihfB, invA, loIB, Ipp1, ompW, papC 1, sfmD,
slp, slyB, tomB, yraJ 1

Estrés oxidativo stkA, uspA, uspB, uspE, uspF 1, uspF 2,
uspF 3, uspF 4, uspG 1, uspG 2, ywrO
Secrecion epsE, epsF 1, esiB, fliS, prsD, prsE, sctC 1,
sctC 2, secM
Ureasa ureA, ureB, ureC, ureD, ureE, ureF, ureG 1,
ureG 2, ureR
Biofilm bigR, bssS, ecpD, ehaG, fimH, luxS, yadA

Hemolisinas apxIB, hpmA, ItxD, phoQ, shiB
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S. maltophilia Genes

Regulacion bvgS 1, bvgS 2, aspA, plcN, phoP 2, phoP 3,
phoP 4, phoP 5, Sas, SasA, SasA,, ArcB,
protein, RpfG, NtrC, Ac., ArgP, Bet!, DmiR,
HmeR., MurR., Pot, PrpR, Rut, DmIR, PR, Por,
NimR, CdhR., Cyn, CysB, MetR, PerR., Tp,
ZntR, NorG, TtgR, N-alpha-methyltransferase,
ammonia-lyase, HisB, HislE, ligase, Mall, P-II,
P-11, PhoR, Rega., regulator, RpoS, pen, DegU,
CusS, CreC, Reck, OmpR, Desk., PhoP, KdpE,
BvgS, CreB, liaR., HurA, RseP, Res, YbaQ ,
BarA,, ZraR, YteD , LeuO, KdpD, QseC, RcsB.,
TxA, regulator, YidZ, Gach, GacA, YybR,
regX3, GIvR, TyrR, DmIR, SlyA, BolA, HexR,
DauR, AcrR, UnpA, TreR, PhoB, FarR, YebC,
BaeS, IgrR, GntR, IscR, PhoR, CRP, HdrR.
Flagelos flgB, flgC, figD, fIgE, flgF, flgG, flgH, flgl,
flnA 1, flhA 2, fIhB, fliD, fliE, fliF, fliG, flil,
fliM, fliN, fliP, fliS, phoP 1, pilT 1, pilT 2,

pilT 3, ylxH.
Motilidad motA, motB_1, motB_2, swrC, ycgR
Proteasa bepA_ 2, bepA 3, bepA 4, bepA_5, bepA_6,

bprV_2, clpA, clpP 1, clpP 2, clpP 3, clpX,
degP, ftsH 1, ftsH 2, ftsH 3, hflC, hflK, hslU,
hslV, htpX, loiP, paiB, pmbA 1, pmbA 2,
prc_1,prc 2,rseP, sppA, tldD_1,tldD 2,tldD 3

Fimbrias cfaB, cfaE, fimA, fimD, ompA 1, ompA 2,
pilA, pilQ, smf-1, yadV
Adhesion Protein virB10, bpaC, ehaG, estB_1, fpvA 1,
qacA 1, qacA 2, virD4
Estreés oxidativo adiA, adiC, ahpC, ahpD, ahpF 1, ahpF 2, ohrB,
oxyR, soxR, viuB
Secrecion PtIF, Type IV secretion system protein VirB11,

VirB11, cvaA, epsE, epsF 1, epsF 2, epsF 3,
esiB, fliS, hxcR, prsE, ptlF, sctC, sctC 1, sctC 2,
secM, virB10, virB4 1, virB4 2, xcpT 1,
xcpT 2, xpsD, xpsE

Biofilm bigR, mrkD, pgaA, pgaB, pgaC

Hemolisinas hipA, 1txB, pasT, tdeA
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S
v BioSequence
REPORTE DE SECUENCIACION NGS N: 25042501

1. INFORMACION DE CLIENTE:

Cliente: ANDRES HERRERA Ciudad: QUITO
Institucién: Universidad Internacional SEK Muestras: 04
Teléfono: 0984064301 Recepcidn: 25-04-2025
Correo: manuel.herrera@uisek.edu.ec

2. ANALISIS REALIZADO:

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

3. RESULTADOS:
MUESTRA LIBRERIA SECUENCIACION
MUESTRA ID NOMBRE Cone. Integridad (pb) | Cone. —_—— Q30 i

(ng/uL) >1500pb | (ng/ut) | O™ | 5 0w o
25042501-001-WGS X 59 S| 13 ~600 93.3 425167
25042501-002-WGS J 28 S| 12 ~600 90.2 445449
25042501-003-WGS 16 64 st 14 ~400 88.9 458417
25042501-004-WGS 12 98 S| 13 ~400 94.6 509676

4. INTERPRETACION:

No hay observaciones respecto a los resultados obtenidos

Realizado por: Validadg por:

Pablo Erozo Padla Astudillo
Ingeniero en Biotecnologia Bioquimica Farmacéutica
BIOSEQUENCE S.AS BIOSEQUENCE S.A.S

Anexo 3. Reporte de secuenciacion NGS - Biosequence
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