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RESUMEN EN ESPAÑOL 

 

La contaminación del agua con sustancias orgánicas, incluidos los antibióticos, representa 

una creciente preocupación a nivel global. La exposición de las bacterias ambientales a 

contaminantes no antibióticos, puede aumentar las tasas de transferencia horizontal de genes, 

así como la expresión de Genes de Resistencia a Antibióticos (GRAs). Debido a esto, se 

destaca la necesidad de monitorear y comprender las dinámicas de resistencia antimicrobiana 

en bacterias ambientales locales, para abordar de manera efectiva la problemática de 

resistencia desde el concepto multidisciplinario de "Una Salud". En este estudio se 

recolectaron muestras de la columna de agua en tres ubicaciones a lo largo de un gradiente 

de contaminación del río Virilla y se aislaron bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Se 

secuenció el genoma de 15 aislamientos (cinco por sitio) para identificar sus GRAs, 

Elementos Genéticos Móviles (EGMs) y evaluar su resistencia a múltiples antimicrobianos 

mediante el sistema VITEK2. Se obtuvieron aislamientos de los géneros Shigella (10 

aislamientos), Klebsiella (4) y Citrobacter (1). En términos generales, se observó que los 

aislamientos del sitio de muestreo con mayor contaminación (Sitio 3) presentaron mayor 

número de GRAs, plásmidos y fenotipos de resistencia, destacando el aislamiento A231-12 

(Shigella sp.) que presentó resistencia a siete antibióticos. La resistencia en este aislamiento 

parece ser conferida por genes que se encuentran dentro de un único plásmido, que cuenta 

con un integron de clase 1 que podría facilitar el flujo de estos GRAs. Además, se 

encontraron los genes sul y dfrA presentes en conjunto en plásmidos y un integron de clase 

1, lo que indica un posible evento de co-resistencia a la combinación de los antibióticos 

trimetoprima/sulfametoxazol con el potencial de movilizarse a otras bacterias en el ambiente. 

Los resultados sugieren la necesidad de ampliar los estudios sobre la relación entre 

contaminación y resistencia a antimicrobianos en ambientes acuáticos, para entender mejor 

las dinámicas de resistencia en cepas ambientales que posteriormente pueden llegar a 

desarrollarse en casos clínicos.  
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ABSTRACT 

Water pollution with organic substances, including antibiotics, represents a growing global 

concern. In Costa Rica, the sub-basin of the Virilla River presents high levels of 

environmental risk due to the presence of emerging contaminants. The exposure of non-

antibiotic contaminants, such as pharmaceuticals and microplastics to environmental bacteria 

can increase horizontal gene transfer events and the expression of antibiotic resistance genes 

(ARGs). Therefore, there is a need to monitor and understand antimicrobial resistance 

dynamics in local environmental bacteria to effectively address the resistance issue from the 

multidisciplinary concept of "One Health". In this study, we sampled three locations along a 

contamination gradient of the Virilla River, where surface water samples were collected and 

used to isolate bacteria of the Enterobacteriaceae family. The genomes of 15 isolates (five 

per site) were sequenced to identify their ARGs, mobile genetic elements (MGEs), and 

evaluate their resistance to multiple antimicrobials using the VITEK2 system. We obtained 

isolates from the genera Shigella (10 isolates), Klebsiella (4), and Citrobacter (1). Overall, 

isolates from the sampling site with higher levels of contamination (site 3) showed a higher 

number of ARGs, plasmids, and resistance phenotypes, highlighting the isolate A231-12 

(Shigella sp.), which exhibited resistance to seven antibiotics. All indications suggest that 

resistance phenotype in this isolate is conferred by genes found within a single plasmid with 

replicases from the IncFIA and IncQ1 groups, that also contains a class 1 integron that could 

facilitate the flow of these ARGs. Additionally, the sul and dfrA genes were found together 

on plasmids and a class 1 integron, indicating a possible co-resistance event against the 

combination of trimethoprim/sulfamethoxazole antibiotics with the potential to spread into 

other bacteria in the environment. Taken together, these results suggest the need to expand 

studies about the relationship between pollution and antimicrobial resistance in aquatic 

environments, to better understand resistance dynamics in environmental strains that may 

subsequently develop into clinical cases. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El agua es una molécula indispensable para que la vida celular exista como la 

conocemos hoy día; y a pesar de que su consumo es estrictamente necesario para que las 

personas se mantengan en un estado de salud adecuado, un tercio de la población mundial 

sufre problemas de acceso a agua potable (1). La contaminación de los recursos hídricos 

como ríos y mares se asocia principalmente con el alto uso e inadecuado desecho de 

compuestos orgánicos de origen antropogénico, como plaguicidas, tensioactivos, hormonas, 

antibióticos, colorantes, entre muchos otros más. Y aunque estos compuestos se han vuelto 

esenciales en actividades cotidianas como la agricultura, la salud y el cuidado personal, su 

producción y emisión al ambiente han sobrepasado la capacidad de monitoreo y evaluación 

de sus efectos nocivos en la salud ambiental (2).  

Luego de ser utilizadas, las sustancias químicas son transportadas por escorrentía o 

son vertidas a las cañerías, liberadas en ríos y posteriormente a los mares. Si bien una parte 

de las aguas residuales son llevadas a plantas de tratamiento, donde disminuyen las cargas de 

estos contaminantes, por lo general no logran ser removidos en su totalidad y siguen siendo 

liberados parcialmente (3). Este tipo de contaminación está ligada al crecimiento de la 

urbanización, resultando particularmente importante en los países de renta media o “en 

desarrollo”, debido a un incremento en el acceso a sustancias químicas en contraposición con 

un avance insuficiente de infraestructura de saneamiento (4). La presencia de agentes 

químicos, incluyendo a los antibióticos, pueden ocasionar una selección de microorganismos 

con resistencia a los mismos. La resistencia a antimicrobianos (RAM) es otro de los mayores 

problemas que enfrenta hoy en día la humanidad (5). Recientemente se ha catalogado como 

un problema ecológico, que requiere abordarse mediante perspectivas multidisciplinarias 

como la de “Una Salud” (“One Health” en inglés), que relaciona la salud humana, animal y 

la calidad ambiental (6).  

Los antibióticos son compuestos orgánicos producidos por microorganismos o 

producidos sintéticamente que son utilizados en áreas como la agricultura y salud, tanto 

humana como animal. Estas drogas pueden funcionar de dos maneras 1) aquellas citotóxicas 

que provocan la muerte de los microorganismos y, 2) aquellas citostáticas que inhiben su 
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crecimiento, pero nos las eliminan (7). A pesar del beneficio que han traído estos compuestos 

en la lucha contra múltiples microorganismos patógenos, su uso y desecho inadecuado a 

través de los años ha causado que se cree una fuerza selectiva constante, provocando a su vez 

el desarrollo de resistencia a los mismos. Se ha intentado responder a estos microorganismos 

multirresistentes mediante la búsqueda y producción de nuevos antibióticos. Sin embargo, 

todo indica que la humanidad está perdiendo la batalla, ya que los microorganismos cada vez 

parecen tener mayor resistencia mientras que a su vez nos topamos con un “vacío” en el 

desarrollo de nuevas moléculas antimicrobianas (7, 8).  

Las sustancias farmacéuticas, incluyendo antibióticos, son catalogados como 

contaminantes emergentes, y mayoritariamente se encuentran en el ambiente como mezclas 

químicas con otros contaminantes. Los estándares para el tratamiento de estos residuos no 

han sido totalmente establecidos debido a su complejidad y variabilidad (9, 10). Los residuos 

de antibióticos han sido detectados globalmente tanto en ambientes terrestres como acuáticos, 

en concentraciones preocupantes que en ocasiones sobrepasan los límites terapéuticos (11).  

El daño ecológico que estos pueden causar se ha medido utilizando evaluaciones de riesgo 

ambientales con la exposición a organismos modelo como Daphnia y otros 

macroinvertebrados, pero se ha planteado la necesidad de utilizar mejores métodos que 

evalúen la alteración en las comunidades microbianas que son esenciales para los ecosistemas 

(10, 11).  

Las plantas de tratamiento de aguas residuales están diseñadas para tratar residuos 

sólidos únicamente, por lo que los residuos de sustancias farmacéuticas activas se almacenan 

y consecuentemente son liberadas al ambiente. Muchos de estos residuos, como los 

antibióticos entre otros compuestos químicos, al pasar por las plantas de tratamiento son 

expuestos a las comunidades microbianas ahí habitantes, ocasionando una presión selectiva 

en los microorganismos presentes que ocasiona la diseminación de los genes de resistencia y 

microorganismos resistentes a los antibióticos expuestos. En Costa Rica se ha evidenciado la 

presencia de múltiples residuos de antibióticos en aguas superficiales y marinas (5, 12, 13). 

Los genes encargados de generar la resistencia a los antibióticos no se quedan solo 

dentro de los microorganismos que los contienen, sino que pueden ser transferidos a otros 

microorganismos en el ambiente. Los eventos de transferencia horizontal de genes (THG) 

juegan un papel esencial en la evolución de los organismos, debido a que permiten el flujo 
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de genes y la adquisición de fenotipos con ventaja adaptativa (14). Se sabe que este evento 

es una de las fuerzas más importantes que dan forma a los genomas procariotas. De hecho, 

se ha argumentado que la THG representa una fuerza evolutiva con mayor peso en las 

bacterias que la evolución dirigida por mutaciones (15, 16); llegándose a denominar como 

“evolución en saltos cuánticos” debido a la adquisición de múltiples genes en un solo evento, 

abriendo la puerta a la diversificación de los genomas (17, 18). La THG además ha sido 

asociada con la formación de organelas como la mitocondria o el cloroplasto; esto debido a 

que hay evidencia de eventos de THG desde diferentes simbiontes procariotas a sus 

hospederos eucariontes (14). De hecho se ha encontrado evidencia de posibles eventos de 

THG desde bacterias que conforman el microbioma humano a células somáticas del 

hospedero (19).  

Uno de los principales mecanismos de THG involucrados en la transferencia de GRAs 

en bacterias es la conjugación (14). Esta se basa en la transferencia de un plásmido (molécula 

de ADN extracromosomal) de una bacteria a otra mediante la formación de un pili sexual. 

Aquí la molécula de ADN se mueve en conjunto con proteínas, formando una partícula de 

nucleoproteína que secretada por un sistema de secreción en bacterias (generalmente el tipo 

IV) (20). Este mecanismo requiere contacto físico entre las bacterias y que los genes se 

encuentren en el plásmido transportado de una bacteria a otra. Los mecanismos biológicos y 

ecológicos que determinan la persistencia de plásmidos y su genes en comunidades 

bacterianas del ambiente son objeto de debate en la actualidad, ya que se cree incluso que los 

plásmidos que no están bajo selección natural pueden permanecer en las poblaciones por 

procesos de deriva génica y eventualmente contribuir al “fitness” (éxito reproductivo) de las 

especies (21, 22).  

Los GRAs también pueden ser adquiridos por el mecanismo de transformación; el 

cual se basa en la capacidad que tienen ciertas bacterias competentes de tomar el ADN libre 

en el ambiente e introducirlo en el interior de la célula dónde puede recombinar con el 

genoma bacteriano si cumple con cierto grado de homología, o bien ser convertirdo en 

elementos extra cromosomales (23). Otro mecanismo de THG capaz de movilizar GRAs es 

conocido como transducción; el cual se basa en el movimiento de ADN de una bacteria a otra 

mediante un fago (virus que colonizan bacterias). Si bien esta forma de movilización de 
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GRAs ha sido menos estudiada, se ha reportado en múltiples especies (24–26), llegando a 

movilizar no sólo GRAs sino también plásmidos completos (26).  

Adicionalmente, se ha descrito que los agentes de transferencia de genes (ATG) 

pueden movilizar genes en tasas significativas (27). Los ATG son partículas producidas por 

la célula huésped bacteriana que se ensamblan de forma similar a los bacteriófagos, pero 

introduciendo segmentos aleatorios de ADN en lugar de los genes para su propia 

reproducción (28). Estos ATG fueron descritos en la especie Rhodobacter capsulatus, y se 

ha demostrado que pueden acarrear GRAs y su producción ser estimulada por la presencia 

de antibióticos en el ambiente (29). Finalmente, en los últimos años se ha propuesto la 

vesiducción como un quinto mecanismo de THG, el cual se basa en la formación de vesículas 

de membrana que empaqueta diferentes compuestos (como ADN) por parte de una célula; 

que puede ser transferida e internalizada en otra célula receptora (30). Este mecanismo ha 

sido reportado como capaz de transferir GRAs que expresan resistencia a antibióticos 

betalactámicos en experimentos de laboratorio (31). 

Debido a que los plásmidos conjugativos representan uno de los medios de 

movilización de genes (como GRAs) más efectivos, se han utilizado diferentes métodos de 

clasificación para nombrarlos (32).  Estos métodos se basan principalmente en las funciones 

de movilización y replicación de los plásmidos; por ejemplo, los plásmidos se pueden 

nombrar según su habilidad de coexistir con otros plásmidos en la misma célula debido a la 

similitud en sus sistemas de replicación, siendo aquellos plásmidos del mismo grupo 

incompatibles entre sí. Por lo que, los plásmidos con alta similitud en las secuencias de 

replicación, son asignados dentro de los mismos grupos de incompatibilidad (Inc) (32). Sin 

embargo, este sistema de clasificación ha mostrado ciertas limitaciones, como por ejemplo 

que algunos plásmidos del mismo grupo sean parcialmente compatibles y otros de grupos 

que deberían ser compatibles se excluyan entre sí (32, 33). 

Asimismo, los plásmidos pueden ser clasificados según la secuencia y origen 

filogenético de la relaxasa, la cual es una enzima que cataliza el corte en una de las hebras de 

ADN del plásmido para facilitar su movimiento a través del sistema de secreción (34). Si 

bien esto permite agrupar los plásmidos bajo diferentes grupos de relaxasas, Garcillan-Vilan 

y colaboradores demostraron que al analizar 9894 plásmidos, más de la mitad (58%) no 

presentaron relaxasa, por lo que los plásmidos “no movilizables” no pueden clasificarse bajo 
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dicho sistema (32). Estas limitaciones han ocasionado que se propongan nuevos sistemas de 

clasificación de plásmidos basados en toda la secuencia de su estructura; de hecho algunas 

de las nuevas herramientas bioinformáticas como MOB-suite (35) y pATLAS (36) usan 

sistemas de clasificación basados en distancias genéticas, que representan de mejor  manera 

las relaciones de intercambio de genes entre plásmidos. Sin embargo, el flujo continuo de 

genes entre plásmidos debido a las altas tasas de recombinación y de transferencia horizontal 

generan complicaciones en la clasificación de plásmidos bajo esta modalidad (32). Además, 

sigue siendo esencial anotar y clasificar la secuencia de replicación y la relaxasa en caso de 

ser posible para poder relacionar nuevos plásmidos con otros previamente descritos en la 

literatura. 

La tasa de conjugación y prevalencia de plásmidos puede verse afectada por 

diferentes factores, principalmente aquellos que alteran alguna de las variables que 

establecen el nicho en el que se encuentran sus microrganismos hospederos. Esto se da, 

debido a que los plásmidos tienden a acarrear genes que participan en procesos celulares y 

metabólicos involucrados en la adaptación al ambiente, como genes de resistencia y factores 

de virulencia, entre otros. Por lo que, en presencia de una presión selectiva, la transferencia 

de los plásmidos y la expresión de sus genes puede beneficiar su persistencia en el ambiente 

(37). La teoría clásica apunta a que entre mayor sea la ventaja adaptativa que esos genes le 

den a su hospedero, mayor será la tasa de prevalencia de dicho plásmido en esa población. 

Sin embargo, estudios recientes demuestran que la selección natural no es la única fuerza 

evolutiva que puede afectar la fijación de un plásmido en la población, sino que la deriva 

génica y la estocasticidad ambiental también juegan un papel (21, 22).  

Otro de los factores que puede afectar la tasa de conjugación es la relación 

filogenética entre el organismo donador y el receptor; si bien estudios indican que conforme 

la relación taxonómica entre el donador y el receptor aumenta la tasa de conjugación tiende 

a disminuir (38), también es cierto que dicho evento puede darse entre bacterias de clados  

(grupo de taxones emparentados filogenéticamente) muy distantes (39, 40). Sin embargo, al 

compartir una relación filogenética cercana, es más común que conserven mecanismos de 

replicación y expresión del ADN plasmídico compatible (38). Asimismo, como este proceso 

debe llevarse mediante contacto físico entre las células (41), es necesario que haya una 

cercanía física, la cuál es mayormente compartida entre aquellas bacterias que habitan en 
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nichos con características similares.  A pesar de esto existen algunas barreras que pueden 

bloquear o disminuir la conjugación entre bacterias. En enterobacterias es común encontrar 

a la proteína TraT que ayuda a crear una exclusión de superficie y denegar la conjugación de 

plásmidos similares a los que ya estén en la célula receptora (42) . Otra barrera que dificulta 

el proceso de adquisición de plásmidos es la presencia de enzimas de restricción en la célula, 

ya que la mayoría de estos se mueven en su forma de hebra sencilla y entre mayor sea la 

presencia de sitios de restricción, mayor es el rechazo que experimentan las bacterias (43).  

Anteriormente se han descrito las principales familias de plásmidos que acarrean 

GRAs en bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Plásmidos del grupo de incompatibilidad 

IncF (o MOBF por su relaxasa) son restringidos a Enterobacterias, y principalmente 

encontrados en E. coli. En estos plásmidos se asocian principalmente la presencia de genes 

que codifican BetaLactamasas de Espectro Extendido (BLEE), cabapenemasas, 

modificadores de aminoglicósidos y genes de resistencia a quinolonas (44).  Por otro lado, 

los plásmidos del grupo IncI son encontrados en un reducido número de bacterias y suelen 

encontrarse principalmente en aislamientos europeos de aves de corral (45, 46). Los 

plásmidos del grupo IncX similar a los IncI, se han asociado principalmente con aislamientos 

de E. coli y Salmonella de origen animal (44), y presentan GRAs asociados con BLEE y 

resistencia a quinolonas aunque también se han encontrado genes de resistencia a 

carbapenemasas (47, 48).  

En bacterias de la familia Enterobacteriaceae existen otros grupos de plásmidos que 

suelen ser detectados en menor medida, como los de los grupos IncR e IncQ. Los primeros 

suelen no presentar una relaxasa ni elementos conjugativos, pero presentando genes que 

confieren resistencia a una amplia cantidad de tipos de antibióticos como betalactámicos, 

sulfonamidas, quinolonas, aminoglicósidos, entre otros (44, 49). Los plásmidos IncQ 

presentan una relaxasa del grupo MOBQ y se ha reportado la presencia de GRAs como 

blaCMY-4, blaGES-1 y el arreglo genético sul2-strA-strB en su estructura (50, 51).  

La presencia de contaminantes no-antibióticos en el ambiente también puede acelerar 

la tasa de conjugación de las bacterias y con ello el intercambio de genes de resistencia a 

antibióticos. Muchos agentes farmacéuticos tienen niveles de citotoxicidad que pueden 

causar estrés celular, que en bacterias está definido como condiciones extremas y 

potencialmente dañinas detectadas por las bacterias, que desencadenan respuestas genéticas 
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y metabólicas como respuesta a sobrevivir (52). Ante el estrés celular causado por fármacos 

citotóxicos, microorganismos como las bacterias pueden desencadenar diferentes respuestas 

metabólicas. Una de ellas es la alta producción de especies reactivas de oxígeno (ROS por 

sus siglas en inglés) (53). Estas moléculas generan un daño oxidativo en las células que puede 

tener múltiples repercusiones, entre ellas el aumentar la permeabilidad de las membranas 

celulares (54). El aumento de la permeabilidad y daño de las membranas celulares ocasionado 

por la presencia de sustancias químicas, ha demostrado jugar un papel importante en el 

aumento de las tasas de conjugación  y la transferencia de genes de resistencia en bacterias 

de diferentes grupos (55–58).  

Aunque los mecanismos no están del todo claros, se sabe que las membranas más 

permeables por un aumento en la expresión de porinas, pueden permitir un mayor ingreso de 

sustancias farmacéuticas, potenciando la intensidad de su efecto promotor de la respuesta 

SOS  y de la conjugación (55). La respuesta SOS se define como una respuesta ante el daño 

al ADN dónde el ciclo celular se detiene para reparar el ADN mediante polimerasas de baja 

fidelidad, lo que implica la generación de nuevas variantes que podrían tener un efecto directo 

en el “fitness” de las especies (59) Estudios han demostrado que los fármacos no antibióticos 

también pueden ocasionar la sobreexpresión de genes relacionados con la regulación de la 

permeabilidad de la membrana y de canales de la membrana externa (54, 60). Asimismo, la 

presencia de contaminantes en el ambiente suele ocasionar una mayor producción de bombas 

de eflujo en las bacterias, ya que utilizan dichos canales activos para sacar múltiples 

compuestos del interior de la célula. Esto puede ocasionar un fenómeno de co-selección, ya 

que algunas de las bombas pueden extrudir también múltiples antibióticos que se encuentren 

en las células bacterianas, provocando resistencia a los mismos (61, 62).  

Otros genes que tienden a regularse por la presencia de algunos fármacos como 

ibuprofeno, naproxeno, gemfibrozil y diclofenaco, son aquellos relacionados con la 

producción de pilis sexuales y la generación de las fimbrias. Los pilis son el conducto por el 

cual el plásmido se mueve a través de una bacteria a otra y las fimbrias son apéndices que 

facilitan la adhesión (presentes en gram negativas), favoreciendo también el contacto célula 

a célula. Ambos apéndices celulares pueden beneficiar el intercambio de material genético 

ya que pueden participar en el proceso de conjugación (54). Lo anterior indica que la 
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presencia de estos químicos puede generar cambios a nivel de membrana y sus apéndices por 

diferentes vías.  

Como se mencionó anteriormente, otro mecanismo por el cual los fármacos no 

antibióticos pueden afectar la transferencia de genes de resistencia es mediante el sistema 

SOS de reparación de ADN (54). Las bacterias al recibir daño en el ADN por diferentes 

agentes mutagénicos como: la radiación UV, metil metano sulfonato u otras sustancias que 

muten el ADN o perjudiquen la síntesis de ADN; expresan diferentes ADN polimerasas 

especiales. Estas son capaces de   sintetizar una nueva hebra utilizando el ADN dañado como 

molde, pero rellenando con una secuencia de nucléotidos aleatorios (63). Este mismo sistema 

al ser activado puede promover o potenciar otros procesos como la transferencia horizontal 

de genes y la recombinación (64, 65). Muchos antibióticos expuestos por debajo de su dosis 

letal mínima (cantidad mínima necesaria para provocar la muerte del organismo), 

desencadenan la respuesta SOS en bacterias, y además se ha demostrado que otros fármacos 

no antibióticos también pueden hacerlo (54). Además, el sistema SOS ocasiona diferentes 

mutaciones a lo largo del genoma, propiciando la creación de variantes de genes de 

resistencia que podrían otorgar una ventaja adaptativa (o no) a las especies (66). Por lo que 

tendríamos otro sistema indirecto en el que estos fármacos podrían propiciar la diversidad y 

prevalencia de genes de resistencia a otras bacterias de la población. 

Como se mencionó previamente, las bacterias también pueden adquirir genes en el 

ambiente mediante el proceso de transformación. Aunque los ambientes acuáticos altamente 

contaminados representan ambientes hostiles donde el ADN tiende a degradarse en mayor 

medida, un estudio demostró que las concentraciones de ADN extracelular en el sedimento 

son mayores a las intracelulares en un río de China (67). Esto se relaciona con el hecho de 

que las moléculas de ADN pueden adherirse a diferentes partículas y estabilizarse; las 

mismas partículas donde los microorganismos pueden asentarse y facilitar el proceso de 

transferencia horizontal de genes (transformación por contacto físico) (68).  

Debido a los mismos principios mencionados anteriormente en dónde los fármacos 

no antibióticos pueden producir ROS y afectar la permeabilidad de la membrana, el proceso 

de transformación genética se verá beneficiado ya que permitirá el paso de los genes al 

ambiente intracelular (54). También se ha determinado que hay cierta co-selección entre 

genes de resistencia a antibióticos y genes de resistencia a biocidas, debido a que tienden a 
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estar en los mismos elementos móviles o los mecanismos comparten genes en común; 

ocasionando que un aumento indiscriminado de biocidas aumente la prevalencia de genes de 

resistencia a antibióticos (69). A esto se le suma el hecho de que hoy día hay una gran 

cantidad de microplásticos que se han liberado y circulan en el ambiente, funcionando 

probablemente como un reservorio de genes de resistencia (debido a sus comunidades 

asociadas) en ambientes acuáticos y propiciando el desarrollo de bacterias multirresistentes 

(70, 71).  

Aunque la resistencia a los antibióticos es una problemática que se ha propiciado en 

diferentes grupos taxonómicos bacterianos, uno de los que más han preocupado es aquel que 

abarca a bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias han 

desarrollado una alta capacidad de resistir a diferentes antibióticos, como las betalactamasas, 

en especial a los carbapenemes, lo que ha causado que se ubiquen en la prioridad 1 (crítica) 

en la problemática de resistencia a antibióticos, según la Organización Mundial de la Salud 

(72).  

Debido a que la adquisición de genes de resistencia a antibióticos se da principalmente 

por el flujo de plásmidos entre bacterias (73), el estudiar los efectos de diferentes factores en 

las tasas de conjugación de estas bacterias puede ayudarnos a entender mejor las dinámicas 

de resistencia; en especial en aquellas cepas ambientales que son menos estudiadas (74). Ya 

ha sido probado en estudios previos, que la presencia de fármacos no antibióticos puede 

generar un aumento en las tasas de conjugación de E. coli (54, 75). Al aplicar acetaminofén 

en bajas concentraciones se promueve la tasa de transferencia de plásmidos mediado por 

conjugación. Este patrón peculiarmente fue observado en dos plásmidos de interés clínico 

que acarreaban los genes mcr-1 o tet(X4), que confieren resistencia a la colistina y tigeciclina 

(75). En otro estudio se reportó además que fármacos no antibióticos como antiinflamatorios 

no esteroidales, reductores de lípidos y bloqueadores β, aumentan la transferencias de genes 

de resistencia transmitidos por conjugación (54). Ambos fenómenos se asociaron con los 

mismos principios mencionados anteriormente basados en la producción de ROS y aumento 

en la permeabilidad de la membrana. 

Tomando la información anterior, se considera de suma importancia el determinar si 

la presencia de contaminantes producto de la actividad humana (p.e. antibióticos, 

desinfectantes, otras sustancias de origen farmacéutico, microplásticos, etc) pueden jugar un 
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papel en la diversidad de genes de resistencia presentes en bacterias en el ambiente. Estas 

dinámicas deben ser estudiadas a nivel local ya que las diferentes cepas y el reservorio 

genético puede comportarse de diferentes maneras dependiendo de la ubicación geográfica y 

tipos de contaminantes con los que cohabiten. Por tanto, hacemos énfasis en la importancia 

de monitorear los genes de resistencia en cepas ambientales locales (76).  
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

Costa Rica es uno de los países más biodiversos a nivel mundial, por lo que su imagen 

natural destaca particularmente ante la de muchos otros países. Sin embargo, detrás de dicha 

imagen se esconden problemas de uso indiscriminado de pesticidas, agroquímicos y otros 

contaminantes emergentes (5, 77, 78). Estos contaminantes inciden particularmente en la 

calidad del recurso hídrico, uno de los problemas más importantes en Latinoamérica y el 

mundo (1). En Costa Rica se han hecho algunos esfuerzos por determinar el grado de 

contaminantes farmacéuticos en aguas superficiales (12, 13, 79). Uno de estos estudios, que 

incluye la subcuenca del Virilla, demostró niveles altos de riesgo por toxicidad a organismos 

del ecosistema acuático (HQ por sus siglas en inglés de Hazard Quotient) asociado a la 

presencia de sustancias farmacéuticas en las aguas (12), indicando que el Virilla es uno de 

los ríos con mayor riesgo ambiental y presencia de contaminantes emergentes del país (5). 

El surgimiento de bacterias resistentes a los antibióticos se ha vuelto una problemática 

a nivel de salud mundial; por lo que entender cómo ciertos agentes contaminantes pueden 

contribuir con la diseminación de la resistencia antimicrobiana, se vuelve un asunto clave. 

Especialmente, se desvela la necesidad de estudiar cepas locales, ambientales que presenten 

genes de resistencia, para así poder comprender cómo los contaminantes descartados a nivel 

local pueden estar afectando las dinámicas epidemiológicas de los genes de resistencia 

presentes en el ambiente.  

Esto concuerda con lo planteado en el “Plan de Acción Nacional de Lucha Contra la 

Resistencia a los Antimicrobianos” en dónde se menciona la necesidad de un monitoreo de 

la RAM en el país, bajo el concepto de “Una Salud”. Asimismo, un grupo con alta necesidad 

de estos estudios es la familia Enterobacteriaceae, grupo bacteriano de gran importancia en 

la microbiota intestinal, que alberga patógenos de relevancia para la salud pública y en donde 

se encuentran especies de preocupación por su resistencia a los carbapenems (72). Nuestro 

trabajo contribuye a la generación de conocimiento sobre los perfiles de resistencia tanto 

genotípicos como fenotípicos de cepas locales aisladas de un ambiente con alta influencia 

urbana, que podría utilizarse como materia preliminar para elaborar futuros planes de 

monitoreo de resistencia a antimicrobianos en el ambiente.  
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III. OBJETIVOS 

 

Pregunta:  

¿Qué genes de resistencia y elementos genéticos móviles están presentes en el genoma de un 

grupo de Enterobacterias aisladas de un río con alto grado de contaminación urbana, como 

la subcuenca del río Virilla?  

Objetivo general:  

Describir la diversidad de genes de resistencia a los antibióticos y los elementos genéticos 

móviles presentes en el genoma de bacterias de la familia Enterobacteriaceae aisladas de 

muestras de columna de agua de sitios con diferente influencia urbana en el Río Virilla.  

Objetivos específicos: 

1) Caracterizar la presencia de genes de resistencia a antibióticos y su fenotipo en 

Enterobacterias aisladas de río Virilla. 

2) Describir la estructura de los elementos genéticos móviles con genes de resistencia a 

antibióticos en las Enterobacterias aisladas. 
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IV. METODOLOGÍA 

 

Muestreo y colección de enterobacterias 

Se realizaron giras en las fechas 1, 8 y 15 de noviembre de 2021 a tres ubicaciones 

sobre el curso principal de la subcuenca del río Virilla: Un primer sitio (Sitio 1) cercano a la 

naciente del río en el cantón de Vásquez de Coronado (X=-83,943056; Y=9,985869; 

WGS84), presentando menor impacto antropogénico y mayormente rodeado de parcelas 

utilizadas para ganadería, que se ve reflejado en una densidad de habitantes por km2 

aproximada de 137 y un índice de vegetación remanente (RVI por sus siglas en inglés) de 

57,85 (medianamente sostenible). Un segundo sitio (Sitio 2) de muestreo ubicado río abajo 

en el cantón de Tibás (punto medio: X= -84,097587; Y=9,963274), en contacto con la 

comunidad de cuatro reinas y con una densidad poblacional de 1349 habitantes por km2 y un 

RVI de 8,53 (completamente transformado). El último sitio de muestreo (Sitio 3) estaba 

localizado en el cantón de Mora, en la represa Brasil en Ciudad Colón, donde converge el río 

Virilla con uno se sus afluentes, el rio Uruca y se da una acumulación de diferentes residuos 

antropogénicos (X= -84,222936; Y=9,946220). Este sitio presentaba una densidad 

poblacional aproximada de 1129 habitantes por km2 con un RVI de 26,43 (baja 

sostenibilidad). Para el análisis de información espacial se contó con el apoyo del Laboratorio 

de Estudios Espaciales Aplicados a la Contaminación del IRET (SIG-IRET), con métodos 

similares a lo reportado en Villalobos-Vargas et al. (2024) (80) y Blanco-Peña et al. (2024) 

(81). El detalle de la metodología se incluyen en el anexo A. Si bien presentaba menor 

densidad poblacional y un mayor valor de RVI que el Sitio 2, era la zona dónde se observaban 

menores niveles de calidad de agua basado en los índices fisicoquímicos y biológicos 

utilizados por el Ministerio de Ambiente para la calidad de las aguas superficiales (índice 

Holandés y BMWP-CR respectivamente). Esto es verificable en el Sistema Nacional de 

Información para la Gestión Integrada del Recurso Hídrico (SINIGIRH) con datos del Plan 

Nacional de Monitoreo de Aguas Superficiales (82). Los enlaces a puntos que coinciden con 

zonas cercanas al monitoreo, y que incluyen los resultados de los índices de calidad 

reportados por el MINAE se adjuntan en el anexo A. 

Se colectaron muestras de agua superficial en los tres sitios y fechas, para aislar 

bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Para esto, primero se prefiltró 250 
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ml de cada muestra de agua superficial utilizando un prefiltro estéril de fibra de vidrio de 

poro 80 µm. Posteriormente se realizó una filtración (con filtro estéril de poro 0,2 µm) de 

cada prefiltrado. Cada filtro se incubo por 24 horas a temperatura ambiente (TA) en 40 ml de 

caldo Lauril para favorecer el crecimiento de coliformes fecales. Posteriormente se traspasó 

del caldo Lauril a placas de cultivo con medio Levine y MacConkey y se dejó crecer las 

colonias por 24h. Estos medios favorecen la diferenciación de diferentes morfotipos de la 

familia Enterobacteriaceae, por lo que, al identificar unidades formadoras de colonias en las 

muestras de los diferentes puntos de muestreo y fechas, se replicaban a medios de cultivo 

nuevos par así obtener morfotipos en cultivo puro. Estos morfotipos fueron almacenados por 

duplicado en tubos de 1.5mL con glicerol al 20% en medio CTS después de 24h de 

crecimiento y preservados a -80°C.  

 

Selección de aislamientos, extracción de ADN y secuenciación 

De la colección total de bacterias aisladas (72 aislamientos) se seleccionaron 15 

aislamientos (5 por sitio) basados en la presencia de plásmidos que fueron identificados 

mediante extracciones de ADN plasmídico utilizando el kit comercial NucleoSpin Plasmid 

(Mercherey-Nagel) y visualización por geles de agarosa al 0.8%. A estos aislamientos se les 

extrajo el ADN mediante el kit Dneasy PowerSoil (Qiagen), siguiendo las instrucciones de 

fabricantes y posteriormente se enviaron para su secuenciación mediante la tecnología 

Illumina NovaSeq platform (Proveedor Novogene), obteniendo 1GB de datos crudos para 

cada genoma. 

 

Análisis preliminar y control de calidad (datos crudos)  

Los datos crudos en formato fasta quality (fastq) fueron visualizados mediante el 

programa Fastqc (83), aquí se revisaron parámetros como el contenido GC de los genomas, 

valores calidad de Illumina, las frecuencias de tetranucleótidos y además se verificó la 

presencia de adaptadores de Illumina en las lecturas. Se procesaron los datos mediante el 

programa bbduk (84) para remover los adaptadores que aún quedaban en las secuencias. 

Posteriormente se utilizó Trimmomatic para eliminar los primeros 10 nucleótidos de las 

secuencias, esto debido a que presentaban frecuencias tetranucleotidídicas no homogéneas 

(AT:GC), lo cual se debe a errores en los adaptadores e índices de Illumina. También se 
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eliminaron todas aquellas con valores de calidad de Illumina debajo de 30 al promediar 4 

nucleótidos tomados aleatoriamente y finalmente aquellas lecturas con una longitud menor a 

100pb. 

 

Ensamblaje y evaluación de parámetros de calidad 

El ensamblaje se llevó a cabo utilizando el ensamblador Spades (85), utilizando los 

valores de k-mers de 21,33,55, 77 y 99. Posteriormente se eliminaron todos los contigs 

menores a 1000kb con bbduk y se visualizaron las estadísticas del ensamblaje con la 

herramienta Quast (86). Para estimar la completitud y la redundancia de los genomas se 

importaron a la plataforma Anvio v6.2 (87), aquí se utilizó la herramienta HMMER (88) para 

anotar los marcos abiertos de lectura de los genes y mediante Clusters of Orthologous Genes 

(COGs) se alinearon contra una base de datos de 143 genes de copia única (87). Los 

porcentajes de completitud y redundancia se basan en la cantidad de genes presentes y si 

estos se encuentran en más de una copia en los genomas ensamblados.  

Asimismo, se utilizó el programa Drep (89) para calcular los porcentajes de identidad 

de nucleótidos (ANI por sus siglas en inglés) y crear un dendograma basado en las distancias 

de MASH entre los diferentes genomas de las bacterias aisladas para averiguar si 

representaban las mismas cepas; el corte en este caso fue mayor a 0.5% de diferencia entre 

aislamientos. 

 

Identidad taxonómica y análisis filogenómicos 

La identidad taxonómica de los aislamientos basado en la información genómica se 

obtuvo mediante la base de datos GTDB, encontrando los genomas más cercanos basados en 

el método de neighbor joining (90). Al identificar los genomas más similares, se descargaron 

genomas de cepas de la misma especie y género relacionadas de la base de datos Genbank 

(NCBI) para recrear las relaciones evolutivas de los genomas y poder confirmar su taxonomía 

asignada por el GTDB. Se utilizó una base de datos de 71 genes de copia única seleccionados 

para bacterias recrear filogenias en bacterias (87), se extrajeron y concatenaron las secuencias 

de los genomas, se alinearon y se realizó un análisis de máxima verosimilitud utilizando la 

herramienta fastTree (91) empleando el modelo evolutivo GTR (G+I) con un bootstrap de 



16 

 

 

 

1000 réplicas. El árbol fue visualizado en la herramienta en línea Interactive Tree of Life 

(iTOL) (92).  

 

Fenotipo de resistencia a antibióticos 

Para determinar el perfil de resistencia a antibióticos de los diferentes aislamientos se 

cultivaron en agar LB por 24h. Posteriormente se analizaron mediante la herramienta 

VITEK2 en el laboratorio de bacteriología médica de la facultad de Microbiología, UCR. La 

tarjeta de antibiograma utilizada (VITEK® 2 AST-N401) fue la designada para organismos 

de la familia Enterobacteriaceae, e incluía antibióticos aminoglucósidos (amicacina, 

Gentamicinaa), betalactámicos (ampicilina/sulbactam), carbapenemes (ertapenem, 

meropenem), cefalosporinas (cefalotina, cefazolina, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima), 

quinolonas (ciprofloxacino, norfloxacino), sulfonamidas/diaminopirimidinas 

(trimetoprima/sulfametoxazol), y otros como fosfomicina y nitrofurantoína. La 

susceptibilidad a los antibióticos se realizó según las guías de uso del Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio en su edición 2020 (CLSI por sus siglas en inglés) (93). 
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Identificación de genes de resistencia a antibióticos (GRAs) y elementos genéticos 

móviles (EGMs) 

Los plásmidos fueron re-construidos utilizando la herramienta MOB-suite (35) y se 

separaron los contigs asociados a cada plásmido de los cromosómicos para ciertos análisis 

posteriores. Los integrones fueron mapeados mediante la herramienta integron Finder (94) y 

según los contigs en que se encontraban se identificó si estaban dentro del genoma o en un 

plásmido. La visualización de estos potenciales plásmidos reconstruidos se realizó con la 

herramienta PlasMapper 3.0 (95).  

Los GRAs se identificaron mediante la base de datos del NCBI AMRfinder plus (96) 

utilizando la herramienta abricate (97), debido a que es la base de datos con mayor constancia 

de actualización entre las actuales (98). Se estableció un porcentaje de cobertura y de 

similitud mínimo de 80% para el alineamiento con la base de datos. Se analizaron los GRAs 

presentes tanto en el cromosoma como en los plásmidos y se calculó la abundancia y riqueza 

para cada ubicación genómica y por sitio de muestreo. Para determinar si existían diferencias 

significativas entre el número de EGM y el número de GRA por sitio se realizó una prueba 

de Kruskall-Wallis con un nivel de confianza de 95% en el software R (99), donde cada 

genoma de los aislamientos representaba una réplica. Posteriormente se realizó una prueba 

de Dunn con un nivel de confianza de 95% para diferenciar entre cuales sitios existían las 

diferencias significativas para cada variable.  

 

Búsqueda de mutaciones que confieren fenotipo de resistencia a antibióticos 

Se realizó la anotación de los genomas bacterianos mediante la herramienta Prokka 

(100). Posteriormente se hizo una búsqueda manual de mutaciones puntuales en ciertos genes 

asociados al fenotipo de resistencia expresado por ciertas bacterias. En primera instancia se 

utilizó el genoma de referencia de Escherichia coli K12 que es susceptible a ciprofloxacina 

para extraer el gen gyrA que codifica para la topoisomerasa blanco del antibiótico. Se 

comparó su secuencia de aminoácidos con los genomas anotados relacionados con esta 

especie, tanto los susceptibles como los resistentes al antibiótico y se identificaron las 

mutaciones encontradas. 
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Este mismo análisis se realizó con los genes nfsA y nfsB que al mutar se relacionan 

con el desarrollo de resistencia a Nitrofurantoína. Para este análisis se utilizaron los genomas 

de referencia de E. coli K12 y Klebsiella pneumoniae ATCC13883.  

 

Secuenciación de los genomas de los aislamientos A224-8 y A231-12 por la tecnología 

de PacBio para confirmación de plásmidos 

Debido a resultados obtenidos con los genomas secuenciados por Illumina, se decidió 

enviar a secuenciar el genoma de dos aislamientos con presencia de plásmidos con GRA 

mediante la tecnología de secuencias largas PacBio. Esto con el fin de obtener un ensamblaje 

de mejor calidad, para así confirmar la estructura de los plásmidos y sus GRAs, ya que los 

plásmidos contienen secuencias repetitivas mayores a 300pb, lo que queda fuera del rango 

de ensamblaje de secuencias de Illumina. Para esto se enviaron las muestras a la empresa 

NovoGen y las lecturas largas que se obtuvieron fueron utilizadas para realizar un ensamblaje 

híbrido con la herramienta Spades (85); dicha herramienta genera el ensamblaje a partir de 

las lecturas largas de PacBio, generando contigs que luego son completados al llenar los 

vacíos que quedan con las secuencias cortas de Illumina. Luego se emplearon las mismas 

herramientas mencionadas previamente para la caracterización de GRAs y EGMs.   
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V. RESULTADOS 

 

Ensamblaje y evaluación de parámetros de calidad 

En el cuadro 1 se muestran las características de los genomas ensamblados con base 

en los parámetros mayormente reportados para evaluar la calidad de los ensamblajes. En 

cuanto al número de contigs por genoma, se obtuvo un rango de 45-159 contigs, donde entre 

menor sea el número de contigs mejor es el proceso de ensamblado. Asimismo, el número 

de contigs que representan la mitad del genoma total (L50) tuvo un rango de 6-25 y el rango 

del valor N50 que representa el contig ubicado en la mediana según su largo total entre todos 

los ensamblados fue de 201941-617749pb, dónde entre mayor sea este valor, mejor calificado 

es el ensamblaje.  

Los resultados de completitud van desde 78,87 hasta 100% dónde 13 de los 15 

genomas contemplaban el valor máximo y los genomas de los aislamientos A229-5 y A230-

5 tuvieron valores de 87,32 y 78,87% respectivamente. Los valores de redundancia van desde 

0 a 2,8%, dónde 10 de los genomas tenían el valor mínimo, otros cuatro presentaron valores 

de 1,4% y sólo el genoma del aislamiento A229-5 presentó un valor de 2,8%. Es importante 

mencionar que los genomas asociados a los aislamientos A229-5 y A230-5 en un inicio 

presentaron altos valores de redundancia (>50%) lo que se relaciona con una contaminación 

por otro microorganismo. Debido a esto se procedió a realizar una depuración manual de 

contigs basado en las frecuencias de tetranucleótidos tal y como se refinan los genomas 

ensamblados a partir de metagenomas (101).  

El tamaño de los genomas se relacionó con la taxonomía asignada. Para los 

aislamientos del género Shigella se obtuvo un tamaño promedio de 4,86Mpb (GC: 50,66) y 

el tamaño reportado para el genoma de referencia en el NCBi S. flexneri 2a str. 301 es de 

4,8Mpb (GC: 50,5). Para los aislamientos del género Klebsiella se obtuvo un tamaño 

promedio de 5,46 (GC: 57,30) siendo el tamaño de referencia de K. pneumoniae subsp. 

pneumoniae HS11286 de 5,7Mpb (GC: 57%). El aislamiento asignado como Citrobacter 

gillenii tuvo un tamaño del genoma fue de 4,97 (GC: 52,48) y la referencia indica un valor 

de a 5,2Mpb. (52,50). 
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Cuadro 1. Estadísticas base de los aislamientos obtenidos para los diferentes métodos de 

ensamblaje. La taxonomía más cercana se obtuvo mediante la herramienta GTDB, además 

se puede encontrar el valor de ANI para la cepa más cercana en la base de datos.  

Aislamiento 

(No. Sitio de 

aislamiento) 

Ensamblaje Contigs  Size 

(Mpb) 

N50 L50 %GC Completitud Redundancia Taxonomía 

según GTDB 

(ANI) 

A222-7 (1) Illumina 73 4,9 130684 11 50,61 100 0 Shigella 

flexneri 

(97.81) 

A229-5 (1) Illumina 127 5,05 78655 22 50,89 87,32 2,8 Shigella 

flexneri 

(97,49) 

A229-12 (1) Illumina 99 4,75 103479 15 50,78 100 1,4 Shigella 

flexneri 

(97,90) 

A236-7 (1) Illumina 64 4,8 167951 10 50,7 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,75). 

A236-12 (1) Illumina 73 4,7 147946 8 50,59 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,76) 

A223-7 (2) Illumina 45 4,97 413561 6 52,48 100 1,4 Citrobacter 

gillenii 

(98,96) 

A230-5 (2) Illumina 143 4,96 59516 25 50,56 78,87 1,4 Shigella 

flexneri 

(97,80) 

A230-7 (2) Illumina 77 4,8 158798 11 50,7 100 1,4 Shigella 

flexneri 

(97,63) 

A230-8 (2) Illumina 159 4,96 77565 23 50,62 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,66) 

A237-6 (2) Illumina 67 5,22 188161 10 57,56 100 0 Klebsiella 

pneumoniae 

(99,06) 

A224-7 (3) Illumina 84 5,6 141929 14 57,21 100 0 Klebsiella 

variicola 

(98,94) 
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Según el análisis del porcentaje de identidad de nucleótidos (ANI por sus siglas en inglés) y 

las distancias de MASH entre los genomas (Fig. 1), se puede ver que únicamente dos de los 

genomas presentan un porcentaje de similitud del 100%, siendo estos los aislamientos A236-

7 y A230-7, además los aislamientos A230-5 y A229-5 comparten un 99,9% de similitud por 

lo que también podrían ser considerados la misma cepa. El aislamiento A236-7 fue aislado 

en el Sitio 1 en la tercera fecha de muestreo, mientras que A230-7 se aisló del segundo sitio 

en la segunda fecha, por lo que podemos considerar que el hecho de sean la misma cepa es 

resultado de un evento aleatorio y de la naturaleza del lugar y no un artefacto de la 

metodología de muestreo. De igual manera el aislamiento A229-5 se aisló del Sitio 1 y el 

A230-5 del Sitio 2, ambos en la misma fecha. Todos los demás aislamientos presentaban una 

diferencia mayor al 99.5% así que se trataron como aislamientos independientes.  

  

A224-8 (3) Illumina 101 4,7 109905 16 50,65 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,74) 

A231-5 (3) Illumina 51 5,47 215170 9 57,27 100 0 Klebsiella 

pneumoniae 

(99,05) 

A231-12 (3) Illumina 60 5 226574 8 50,55 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,96) 

A238-6 (3) Illumina 75 5,54 191124 10 57,19 100 0 Klebsiella 

pneumoniae 

(98,96) 

A224-8 (3) Híbrido 5 4,7 4712205 1 50,73 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,74) 

A231-12 (3) Híbrido 4 5,08 4757699 1 50,61 100 0 Shigella 

flexneri 

(97,96) 
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Figura 1. Dendrograma de los aislamientos basado en el porcentaje de identidad de 

nucléotidos (ANI por sus siglas en inglés) que comparten entre ellos. Se traza una línea en 

dos puntos, al 90 y 99.5% de diferencia entre el valor de ANI.  
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Identidad taxonómica y análisis filogenómicos: 

En la Figura 2 se muestran las relaciones filogenómicas de los aislamientos y 

diferentes genomas cercanos que fueron descargados de la base de datos del NCBI, en el 

Cuadro suplementario 1 se puede encontrar la información de todas las secuencias externas 

utilizadas para recrear el árbol. Se puede apreciar que cuatro aislamientos pertenecen al 

género Klebsiella, estando el aislamiento A224-7 emparentado con la especie Klebsiella 

variicola y los aislamientos A237-6, A238-6 y A231-5 con Klebsiella penumoniae. 

Asimismo, el aislamiento A223-7 se relaciona con la especie Citrobacter gillenii. Los 

aislamientos asignados como Shigella flexneri, en el árbol filogenómico se encuentran 

relacionados con aislamientos del género Shigella, pero la relación entre las especies dentro 

de este género no es totalmente clara. Nuestros aislamientos se dividen en dos grupos, uno 

ubicado de forma independiente de cualquiera de las especies y serotipos utilizados, que 

contiene los aislamientos A224-8, A229-5, A230-5, A230-8 y A236-12, y otro que parece 

compartir un ancestro en común más reciente con la cepa S. sonnei SE6-1, quién tiene un 

origen ambiental incluyendo los aislamientos A230-7, A236-7, A229-12, A222-7 y A231-

12. Estos aislamientos no se agrupan con los genomas de S. sonnei de origen clínico y de 

hecho parecen estar más emparentados con una cepa de S. boydii. Esto sugiere que las 

relaciones evolutivas de este grupo de especies del género Shigella no son realmente claras, 

pero se confirma que todos los aislamientos pertenecen al género.  
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Figura 2. Árbol filogenómico representando las relaciones evolutivas basadas en el 

algoritmo de máxima verosimilitud, de las bacterias aisladas y otros genomas de referencia 

descargados del NCBI. En los nodos se muestran los valores de boostrap basados en 1000 

submuestros; los colores representan los sitios de dónde se aislaron las bacterias y las barras 

en azul representan el número de GRAs presentes (los números entre paréntesis representan 

los GRAs encontrados en plásmidos). 

 

Fenotipo de resistencia a antibióticos 

Solamente siete de los 15 aislamientos medidos presentaron fenotipo de resistencia a 

al menos un antibiótico (Fig. 3). Los aislamientos que presentaron resistencia a más de un 

antimicrobiano fueron; K. pneumoniae A238-6 que presentó resistencia a la nitrofurantoína 

y la trimetoprima/sulfametoxazol, Shigella sp. A230-7 que presentó fenotipo resistente a las 

mismas dos moléculas y además un fenotipo intermedio de resistencia a la 

ampicilina/sulfabactam; y finalmente Shigella sp. A231-12 que fue resistente a 7 antibióticos: 

ampicilina/sulbactam, cefazolina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona, gentamicina y 

trimetoprim/sulfametoxazol, siendo positivo para Betalactamasas de Espectro Extendido 

(BLEE). El antibiótico al que hubo mayor resistencia fue la nitrofurantoína, ya que cinco 
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aislamientos presentaron dicho fenotipo, seguido de la Trimetoprima/Sulfametoxazol a la 

cuál tres de los aislamientos fueron resistentes. Ningún aislamiento del Sitio 1 presentó 

fenotipo de resistencia, mientras que tres del Sitio 2 y cuatro del Sitio 3 presentaron 

resistencia a 1 o más de los antibióticos probados.  

 

Figura 3. Fenotipo de resistencia de los aislamientos que fueron resistentes al menos a un 

antibiótico realizado por VITEK2. En cada cuadro se muestra el valor de la concentración 

mínima inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés) obtenida.  

Identificación de genes de resistencia a antibióticos (GRAs)  

Toda la información sobre los resultados GRAs encontrados por el sofware abricate 

en la base de datos AMR FinderPlus pueden ser encontrados en el Cuadro suplementario 2. 

Una abundancia total de 56 GRAs y una riqueza de 33 GRAs fueron encontrados en los 15 

genomas secuenciados. Para los GRAs encontrados en los cromosomas bacterianos, se 

obtuvo una abundancia de 29 GRAs y una riqueza de 17; mientras que para los plásmidos se 

obtuvo una abundancia de 27 GRAs y una riqueza de 16. Ningún gen fue encontrado tanto 

en cromosoma como en plásmido. Para el Sitio 1 se obtuvo una abundancia de 7 GRAs y una 

riqueza de 5 GRAs, mientras que para el Sitio 2 los valores de abundancia y riqueza fueron 
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de 11 para ambas medidas. Finalmente, en el Sitio 3 se encontró una abundancia de 38 GRAs 

y una riqueza de 29. Se puede apreciar que el Sitio 3 presentó mayores medidas de diversidad 

de GRAs que los demás sitios, seguido por el Sitio 2 y finalmente el Sitio 1 fue el que presentó 

valores más bajos de abundancia y riqueza. Mediante la prueba estadística de Kruskall Wallis 

se demostró que las diferencias de abundancia por sitio son significativas (Chi=9,45, 

p=0,009, Fig. 4) pero la prueba de Dunn únicamente fue significativa entre el Sitio 1 y 3 (Z=-

2.936, p=0,01), más no así entre los sitios 1 y 2 (Z=-0,678, p=1) y 2 y 3 (Z= -2,258, p=0,072). 

Debido a que ningún gen se encontró en más de una ocasión en un mismo genoma, los valores 

de riqueza para cada aislamiento son los mismos que de abundancia.  

 

Figura 4. Abundancia absoluta de GRAs encontrados por sitio.  Cada punto en el gráfico 

representa el número de GRAs encontrados en el genoma de un aislamiento.  

En el sitio con mayor contaminación (Sitio 3) se encontraron los aislamientos que 

presentaron el mayor número GRAs en plásmidos. Los 27 genes de resistencia presentes en 
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plásmidos estuvieron repartidos en cuatro aislamientos: C. gillenii A223-7, Shigella sp. 

A224-8, Shigella sp. A231-12 y K. pneumoniae A238-6. Tres de estas bacterias fueron 

aisladas del Sitio 3 y únicamente el aislamiento C. gillenii A223-7 fue aislado del Sitio 2. En 

términos generales, los aislamientos con mayor número de GRAs fueron Shigella sp. A231-

12 con una abundancia de 13 GRAs, seguido por el aislamiento Shigella sp. A224-8 con 10 

y en tercer lugar el aislamiento K. pneumoniae A238-6 con 7, todos aislados del Sitio 3 (Fig. 

2).  

La mayoría de los potenciales fenotipos de los GRAs están asociados a 

BetaLactamasas de Espectro Extendido (BLEE), encontrando un total de 18 GRAs de los 

cuales 15 estaban presentes en el cromosoma. En segundo lugar, tenemos los GRAs 

asociados a resistencia a fenicoles y quinolonas (10 GRAs), de la familia de genes Oqx que 

codifican para bombas de eflujo de la familia RND y además todos se localizaban en el 

cromosoma de los aislamientos. En tercer lugar, se encontraron los GRAs asociados a 

estreptomicina en plásmidos (7 GRAs), que codifican para fosfotransferasas y nucleotidil 

transferasas que confieren grupos fosfatos y nucleotídicos a los ribosomas para evadir el 

efecto de los aminoglucósidos. En el cromosoma también se detectaron algunos GR a 

fosfomicina (4 GRAs) que estuvieron ausentes en plásmidos. En los plásmidos se encontró 

mayor diversidad de GRAs según su fenotipo de resistencia, como resistencia a sulfonamida 

(5 GRAs), tetraciclinas (4 GRAs) y otros en menor número que se muestran en el Cuadro 2. 
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Cuadro 2. Cantidad de GRAs clasificados por su genotipo de resistencia encontrados en el 

cromosoma y en plásmidos de los genomas ensamblados a partir de los datos de obtenidos 

por la plataforma Illumina.  Todos los GRAs presentaron un porcentaje de cobertura y 

similitud mayor al 93%. 

Gen Resistencia Cromosoma Plásmidos 

aac(3)-IId Gentamicina 
 

1 

aadA2 Kanamicina 
 

2 

aadA5 Estreptomicina 
 

1 

aph(3')-Ia Estreptomicina 
 

1 

aph(3'')-Ib Estreptomicina 
 

2 

aph(6)-Id Estreptomicina 
 

3 

blaCTX-M-115 Betalactámicos 
 

1 

blaEC Betalactámicos 3 
 

blaEC-15 Betalactámicos 2 
 

blaEC-18 Betalactámicos 5 
 

blaGIL-1 Betalactámicos 1 
 

blaLEN-10 Betalactámicos 1 
 

blaSHV-110 Betalactámicos 1 
 

blaSHV-187 Betalactámicos 2 
 

blaTEM-1 Betalactámicos 
 

2 

dfrA12 Trimetropim 
 

1 

dfrA26 Trimetropim 
 

1 

floR Florfenicoles 
 

1 

fosA_gen Fosfomicina 2 
 

fosA6 Fosfomicina 2 
 

mph(A) Macrólidos 
 

2 

oqxA Fenicoles, quinolonas 1 
 

oqxA10 Fenicoles, quinolonas 1 
 

oqxA5 Fenicoles, quinolonas 1 
 

oqxA6 Fenicoles, quinolonas 2 
 

oqxB Fenicoles, quinolonas 1 
 

oqxB11 Fenicoles, quinolonas 2 
 

oqxB15 Fenicoles, quinolonas 1 
 

oqxB25 Fenicoles, quinolonas 1 
 

sul1 Sulfonamidas 
 

2 

sul2 Sulfonamidas 
 

3 

tet(B) Tetraciclinas 
 

3 

tet(X) Tetraciclinas 
 

1 

 



29 

 

 

 

La mayoría de GRAs en los aislamientos de Shigella estuvieron asociados a 

resistencia a betalactámicos (11 GRAs), seguidos por estreptomicina (5 GRAs) y 

sulfonamidas (4 GRAs). Los organismos del género Klebsiella presentaron en su mayoría 

genes de resistencia a fenicol/quinolona (8 GRAs), betalactámicos (6 GRAs) y fosfomicina 

(4 GRAs). El aislamiento clasificado como C. gillenii presentó 4 GRAs, de los cuales dos 

estuvieron asociados con resistencia a estreptomicina, uno a tetraciclinas y el otro a 

betalactámicos. El número de GRAs por grupos taxonómicos se resume en el Cuadro 3.  
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Cuadro 3. Cantidad de GRAs clasificados por su genotipo de resistencia encontrados en los 

diferentes géneros bacterianos de los genomas ensamblados a partir de los datos de obtenidos 

por la plataforma Illumina.   

Gen Resistencia Citrobacter Klebsiella Shigella 

aac(3)-IId Gentamicina 
  

1 

aadA2 Kanamicina 
  

1 

aadA5 Estreptomicina 
  

1 

aph(3')-Ia Estreptomicina 
  

2 

aph(3'')-Ib Estreptomicina 1 
 

1 

aph(6)-Id Estreptomicina 1 
 

2 

blaCTX-M-115 Betalactámicos 
  

1 

blaEC Betalactámicos 
  

3 

blaEC-15 Betalactámicos 
  

2 

blaEC-18 Betalactámicos 
 

1 4 

blaGIL-1 Betalactámicos 1 
  

blaLEN-10 Betalactámicos 
 

1 
 

blaSHV-110 Betalactámicos 
 

1 
 

blaSHV-187 Betalactámicos 
 

2 
 

blaTEM-1 Betalactámicos 
 

1 1 

dfrA12 Trimetropim 
  

1 

dfrA26 Trimetropim 
 

1 
 

floR Florfenicoles 
  

1 

fosA_gen Fosfomicina 
 

2 
 

fosA6 Fosfomicina 
 

2 
 

mph(A) Macrólidos 
  

2 

oqxA Fenicoles, quinolonas 
 

1 
 

oqxA10 Fenicoles, quinolonas 
  

1 

oqxA5 Fenicoles, quinolonas 
 

1 
 

oqxA6 Fenicoles, quinolonas 
 

2 
 

oqxB Fenicoles, quinolonas 
 

1 
 

oqxB11 Fenicoles, quinolonas 
 

1 1 

oqxB15 Fenicoles, quinolonas 
 

1 
 

oqxB25 Fenicoles, quinolonas 
 

1 
 

sul1 Sulfonamidas 
  

2 

sul2 Sulfonamidas 
 

1 2 

tet(B) Tetraciclinas 1 
 

2 

tet(X) Tetraciclinas 
  

1 
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Descripción de los elementos genéticos móviles (EGM) 

Toda la información sobre los EGM presentes en las bacterias (plásmidos, integrones 

y secuencias de inserción (SI)) se encuentra en el cuadro suplementario 3. Un total de 52 

plásmidos y 138 SI fueron encontrados en los 15 genomas secuenciados, además de dos 

integrones de clase 1 encontrados en plásmidos presentes de dos aislamientos del Sitio 3 

(Shigella sp. A231-12 y Shigella sp. A224-8) (Cuadro 4). La Figura 5 muestra los valores de 

plásmidos y de SI por sitio, en dónde se puede apreciar que los aislamientos del Sitio 3 

presentan mayor número de plásmidos y de SI por sitio. Sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas entre los sitios en el número de plásmidos (Chi=2,354, p=0,308) ni 

de SI (Chi=1,516, p=0,469).  

 

Cuadro 4. Número de plásmidos, integrones y secuencias de inserción encontradas en cada 

aislamiento analizado según los datos obtenidos por la plataforma Illumina.  

Aislamiento (No. Sitio 

de aislamiento) 

Plásmidos (conjugativos) Integrones Secuencias de 

inserción 

A222-7 (1) 1 (1) 0 3 

A229-5 (1) 4 (2) 0 10 

A229-12 (1) 4 (1) 0 12 

A236-7 (1) 2 (0) 0 11 

A236-12 (1) 2 (1) 0 7 

A223-7 (2) 2 (1) 0 5 

A230-5 (2) 4 (1) 0 7 

A230-7 (2) 3 (1) 0 6 

A230-8 (2) 5 (0) 0 15 

A237-6 (2) 2 (0) 0 8 

A224-7 (3) 3 (0) 0 8 

A224-8 (3) 7 (1) 1 13 

A231-5 (3) 2 (0) 1 16 

A231-12 (3) 4 (2) 0 6 

A238-6 (3) 7 (0) 0 11 
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Figura 5. Abundancia absoluta de EGMs encontrados por sitio. Cada punto en el gráfico 

representa el número de EGMs encontrados en el genoma de un aislamiento.  
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De los 52 plásmidos puativos, solamente cinco presentaron GRAs en su estructura. A 

continuación, se presenta una descripción detallada de la estructura de estos potenciales 

plásmidos con sus GRAs: 

Plásmidos pPAC802: Para la descripción de este plásmido se utilizó la información 

del ensamblaje híbrido (Illumina y PacBio). Este plásmido putativo se encontró incorporado 

dentro del cromosoma en el aislamiento Shigella sp. A224-8 del Sitio 3 y presentó un total 

de siete GRAs y un integron incompleto de clase 1 (ausencia de integrasa). Dicha región de 

multirresistencia presenta una secuencia de replicación asociada con el grupo de 

incompatibilidad IncQ1 (Fig. 6). El integron incompleto contiene 2 GRAs (sul1 y aadA5) y 

un gen de resistencia a biocidas qacE que fue anotado por la herramienta IntegronFinder 2.0. 

Este plásmido no presenta aparentes genes asociados al mecanismo de transferencia 

horizontal ni la relaxasa, por lo que no se considera como un plásmido movilizable, 

sugiriendo que ha perdido la capacidad de salir del cromosma. El plásmido con mayor 

similitud encontrado en las bases de datos fue el plásmido pASL01 proveniente de 

Escherichia coli (distancia de mash: 0,051; cobertura: 57%; identidad: 99,88%) de un tamaño 

de 27kb. 

 

Figura 6. Sección del cromosoma del aislamiento Shigella sp. A224-8 que contiene el 

plásmido potencial incorporado, obtenido por el ensamblaje híbrido (Illumina y PacBio). Se 

resaltan los GRAs, secuencias attC y la replicasa del grupo IncQ1 que asocia la región con 

un plásmido de dicho grupo.  
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Plásmido pAB190: Para la descripción de este plásmido se utilizó la información del 

ensamblaje híbrido. Este plásmido al igual que el PAC802, se encuentra en el aislamiento 

Shigella sp. A224-8 y presentó cinco GRAs: tet(X), tet(B), aph(3”)-Ib, aph(6)-Id y floR, y 

cuatro SI: tres de la familia IS5 y una de la familia IS110. Tiene un tamaño esperado de 77kb 

(Fig. 7). No se encontró una secuencia de replicación ni tampoco presenta los elementos 

conjugativos, pero sí la secuencia asociada a la relaxasa de la clase MOBF, por lo que se 

clasifica como un plásmido mobilizable. El plásmido más similar en las bases de datos es 

uno proveniente de Escherichia fergusonii denominado como pEFER (distancia de mash: 

0,017; cobertura: 66%; identidad: 99,46%).  

Figura 7. Estructura putativa del plásmido AB190 identificado por el software MOB-suite 

con los datos de ensamblaje híbridos asociado al aislamiento Shigella sp. A224-8 (Sitio 3). 

Se resaltan los GRAs y secuencias de inserción (SI).  
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Plásmido pA998: Para la descripción de este plásmido se utilizó la información del 

ensamblaje híbrido. Plásmido encontrado en el aislamiento Shigella sp. A231-12 siendo el 

que contiene el mayor número de GRAs, su estructura se muestra en la Figura 8. Se 

encontraron un total de 12 GRAs de los cuales 3 (sul1, aadA2, drfA12) se encuentran en un 

potencial integron de clase 1, junto con un gen de resistencia a biocidas (qacE). Este integron 

si contiene una integrasa (intl), por lo que se puede considerar como un integron completo y 

funcional. El integron se encuentra en una región de multirresistencia donde están los otros 

9 GRAs (blaCTX-M-115, mph(A), blaTEM-1, aac(3)-IId, tet(B), aph(6)-Id, aph(3)-Ib, 

aph(3)-Ia, sul2), una región de que va desde los 110kb hasta los 160kb (Fig. 9). Presenta un 

tamaño estimado considerablemente grande de 235kb y se encontraron replicasas de los 

grupos IncFIA e IncQ1. El plásmido además contiene dos SI de las familias ISL3 e IS5 y 

todos los genes necesarios para el proceso de conjugación, por lo que se considera un 

plásmido conjugativo. El plásmido con mayor similitud encontrado en la base de datos fue 

el pF8475 (distancia de mash: 0,003 cobertura: 89%; identidad: 99,98%), quien se hospeda 

en la especie Salmonella enterica. 
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Figura 8. Estructura putativa del plásmido A998 identificado por el software MOB-suite con 

los datos del ensamblaje híbrido asociados al aislamiento Shigella sp. A231-12. Se resalta 

los GRAs, secuencias de inserción (SI) y secuencias attC. 

 

Figura 9. Estructura putativa de la región multirresistente del plásmido A998 presente en el 

aislamiento Shigella sp. A231-12 para los datos del ensamblaje híbrido. En ambos casos se 

resalta los GRAs, secuencias de inserción (SI) y secuencias attC.  
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Plásmido pAB595: Este plásmido se encontró en el aislamiento K. pneumoniae A238-

6 aislado del Sitio 3, y tuvo un tamaño aproximado de 6,8kb (Fig. 10). No se encontró la 

presencia de la secuencia de replicación, por lo que no se asoció con alguno de los grupos de 

incompatibilidad; además de no presentar los elementos conjugativos ni la relaxasa, siendo 

considerado un plásmido no movilizable. Se encontraron tres GRAs (blaTEM-1 junto a su 

promotor, sul2 y dfr26) y una SI de la familia IS3 (Fig. 10). Este comparte mayor similitud 

con el plásmido RCS86_pI (distancia de mash: 0,036; cobertura: 47%; identidad: 100%) 

encontrado en E. coli según las bases de datos. 

 

Figura 10. Estructura putativa del plásmido AB595 identificado por el software MOB-suite 

con los datos de Illumina asociado al aislamiento K. pneumoniae A238-6. Se resaltan los 

GRAs y secuencias de inserción (SI).  
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Plásmido pPAC305: Este plásmido se detectó en el aislamiento C. gillenii A223-5, el 

único aislamiento del género Citrobacter proveniente del Sitio 2. Tiene un tamaño esperado 

de 43kB y su secuencia de replicación se asocia con la familia IncX2. Presenta tres GRAs 

(tet(B), aph(3)-Ib y aph(3)-Id) y no se encontraron SI en este plásmido (Fig. 10). Dicho 

elemento móvil contiene toda la maquinaria para realizar el proceso de conjugación, siendo 

probablemente un plásmido con la capacidad de movilizarse autónomamente. El plásmido 

más cercano en la base de datos es el plásmido R6K de E. coli (distancia de mash: 0,015; 

cobertura: 76%; identidad: 99,99%).  

Figura 11. Estructura putativa del plásmido PAC305 identificado por el software MOB-suite 

con los datos de Illumina asociado al aislamiento C. gillenii A223-5. Se resaltan los GRAs.  
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Búsqueda de mutaciones que confieren fenotipo de resistencia a antibióticos 

Al realizar el análisis del gen gyrA, únicamente se encuentra una mutación en el 

aislamiento Shigella sp. A224-8 del Sitio 3, quién había mostrado resistencia a 

ciprofloxacina. Esta mutación fue en el aminoácido 83, teniendo un cambio puntual de serina 

a leucina (S83L). Además, en el cuadro 5 se muestran las mutaciones encontradas para cada 

aislamiento en los genes analizados (nfsA y nfsB) en conjunto con potenciales genes 

asociados con resistencia a la nitrofurantoína. El aislamiento C. gillenii A223-7 no fue 

analizado debido a que no se contaba con más aislamientos del género Citrobacter ni 

tampoco presentó resistencia a ninguno de los antibióticos probados.  

En el grupo de aislamientos del género Klebsiella sí se identifican algunas mutaciones 

en el gen nfsA presentes únicamente en los aislamientos resistentes, tales como; E29A, 

G125W y G204S en el aislamiento K. pneumoniae A238-6 y la mutación Q195L en el 

aislamiento A231-5. Además, se detectó la presencia de genes del grupo Oqx asociado con 

bombas de eflujo que se han relacionado con resistencia a nitrofurantoína. Los otros 

aislamientos del género también presentaban diferentes mutaciones y genes oqx, por lo que 

puede haber otros factores asociados con el desarrollo de la resistencia a nitrofurantoína. En 

el caso de los aislamientos del género Shigella, ninguno de los aislamientos resistentes 

presentó mutaciones en el gen nfsA,y aunque sí presentaron algunas en el gen nfsB, estas 

últimas también estuvieron presentes en aislamientos sensibles a la nitrofuratoína (cuadro 5).  
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Cuadro 5. Mutaciones y genes asociados con la resistencia a nitrofurantoina para los 

aislamientos pertenecientes a los géneros Shigella y Klebsiella.  Se utilizó como referencia 

los genomas de las cepas E. coli K12 y Klebsiella pneumoniae ATCC13883, ambas 

susceptibles a la nitrofurantoína.  

Aislamiento 

(No. Sitio de 

aislamiento) 

Fenotipo Especie Mutaciones 

en nfsA 

Mutaciones 

en nfsB 

Genes asociados 

al fenotipo de 

resistencia a 

nitrofurantoina 

A238-6 (3) Resistente K. pneumoniae E29A, 

G125W, 

G204S 

 
oqxB, oqxA 

A231-5 (3) Resistente K. pneumoniae Q195L 
 

oqxB11, oqxA5 

A237-6 (2) Resistente K. pneumoniae K222R 
 

oqxB25, oqxA6 

A224-7 (3) Sensible K. variicola R59Q, T117I, 

E144A, 

R180H, 

E191D 

G25S, V167I oqxB15, oqxA6 

A230-7 (2) Resistente Shigella sp. 
 

M75I, V93A, 

H107R 

 

A230-5 (2) Resistente Shigella sp. 
 

V93A, H107R 
 

A231-12 (3) Sensible Shigella sp. 
 

M75I, V93A, 

H107R 

 

A230-8 (2) Sensible Shigella sp. 
 

H107R 
 

A236-12 (2) Sensible Shigella sp. 
 

H107R 
 

A236-7 (2) Sensible Shigella sp. L157F M75I, V93A, 

H107R 

 

A229-12 (1) Sensible Shigella sp. E28G M75I, V93A, 

H107R 

 

A224-8 (3) Sensible Shigella sp. 
 

H107R 
 

A222-7 (1) Sensible Shigella sp. 
 

M75I, V93A, 

H107R 

 

A229-5 (1) Sensible Shigella sp. 
 

V93A, H107R oqxB11 oqxA10 
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Secuenciación de los genomas de los aislamientos Shigella sp. A224-8 y Shigella sp. 

A231-12 por la tecnología de PacBio para confirmación de plásmidos 

Los resultados del ensamblaje se pueden encontrar en el cuadro 1. En general, para 

ambos aislamientos se logró ensamblar el genoma en un solo “contig” para el cromosoma y 

varios “contigs” más que representan a los plásmidos presentes en la célula. Al realizar el 

análisis de búsqueda de GRAs, se encontraron un total de 13 GRAs únicos para el aislamiento 

Shigella sp. A231-12 y 11 para Shigella sp. A224-8. En el análisis inicial con sólo los datos 

de secuenciación de Illumina el aislamiento A224-8 presentaba sólo 10 GRAs (cuadro 

suplementario 2), encontrando un GRAs nuevo: aph(3'')-Ib y mdf(A) pero con la ausencia del 

gen blaEC.  En el aislamiento A231-12 aunque tienen el mismo número de GRAs, hubo 

diferencias en que en el primer análisis sólo con los datos de secuenciación de Illumina se 

encontró el gen blaEC-18 que posteriormente en el ensamblaje híbrido estuvo ausente, pero 

se encontró el gen mdf(A), ausente en el primer análisis. Toda la información de los GRAs 

encontrados en los genomas de estos dos aislamientos ensamblados con el set de datos 

híbrido se puede encontrar en el cuadro suplementario 4. 

En cuanto a los EGM, se encontró el mismo integron de clase 1 que, en el primer 

análisis, estando incompleto en el aislamiento Shigella sp. A224-8 pero completo en el 

Shigella sp. A231-12. Para el aislamiento Shigella sp. A224-8, primero se obtuvieron siete 

plásmidos en total, pero en el ensamblaje híbrido se redujo el número a cuatro. Asimismo, 

para el aislamiento Shigella sp. A231-12 se obtuvo un total de cinco plásmidos con los datos 

de Illumina, mientras que al realizar el ensamblaje híbrido se obtuvo tres, demostrando una 

posible sobreestimación de plásmidos al tener datos de lecturas cortas únicamente. La 

información sobre los EGMs para los genomas ensamblados con el método híbrido completa, 

se presenta en el cuadro suplementario 5.   
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VI. DISCUSIÓN 

La resistencia a los antimicrobianos es un problema global que debe abordarse bajo 

una metodología multidisciplinaria como se propone en el concepto de “Una Salud”. Debido 

a esto, recientemente se han realizado múltiples estudios que buscan establecer la relación 

entre la contaminación ambiental y la prevalencia de genes de resistencia a antibióticos 

(GRAs) y los elementos genéticos móviles (EGMs) que ayudan a su movilización (102, 103). 

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae han sido uno de los principales blancos de 

estudio debido a su alto desarrollo de resistencia a los antibióticos betalactámicos (104). En 

esta investigación, se brinda información de aislamientos de bacterias entéricas, en un río 

urbano, que presentan EGMs, GRAs y fenotipos de resistencia de interés para la salud. Estos 

fueron aislados en puntos de la cuenca del río donde el impacto de la actividad humana se 

refleja en los índices de calidad de aguas. Los hallazgos muestran la necesidad de ampliar la 

vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos con muestras ambientales. 

Uno de los géneros aislados fue Shigella, el cual pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae y alberga cuatro especies (S. sonnei, S. flexneri, S. boydii y S. dysenteriae) 

que pueden causar shigelosis, una infección bacteriana en el revestimiento de los intestinos 

que causa un cuadro diarreico o incluso disentería (105). Si bien este género se relaciona con 

patogenicidad humana, muchos de estas bacterias viven en el ambiente o como huéspedes 

comensales de diferentes primates (106, 107), pero bajo diferentes condiciones pueden 

generar una enfermedad infecciosa (diarrea, disentería o incluso septicemia). La taxonomía 

de las especies de este género se asigna según el serotipo basado en componentes de la cadena 

lateral O-específica del lipopolisacárido de membrana, pero este puede tener resultados 

erróneos debido a la reactividad cruzada entre los individuos de Shigella sp. y E. coli. Lo 

anterior ha vuelto de suma importancia la implementación de nuevas técnicas de biología 

molecular para su caracterización (108). 

La clasificación taxonómica de los aislamientos asignados al género Shigella, no 

logró resolverse en su totalidad, ya que, si bien la base de datos del GTDB encontró que el 

genoma con mayor similitud fue el de S. flexneri, al realizar los análisis filogenómicos, las 

relaciones evolutivas de los diferentes aislamientos con las demás cepas del género Shigella, 

no parecen estar totalmente claras (Fig. 2). Cinco de los aislamientos asignados como 

Shigella sp. se ubicaron en un clado totalmente aislado de las demás especies y los otros 
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cinco parecen estar más relacionados con una cepa de S. sonnei de origen ambiental, pero 

separados de las cepas de la misma especie de origen clínico (Fig. 2). La falta de resolución 

entre las especies de este género en términos moleculares es algo que se ha reportado 

previamente (108, 109), sugiriendo que la asignación de especies basada en aspectos 

serológicos y bioquímicos no se ven representadas por clados filogenómicos. Por tanto, 

considerando que para cumplir nuestro objetivo no existe una necesidad indispensable de 

conocer las especies de los aislamientos, estos serán tratados como Shigella sp. en el resto 

del estudio. Sin embargo, es de importancia recalcar la presencia de individuos de este género 

en el río Virilla, un río con alto impacto urbano; por lo que se recomienda mantener un 

monitoreo constante que permite dar seguimiento a las cepas de este género que podrían estar 

siendo identificadas erróneamente como E. coli (Fig. 2).  

Escherichia coli es una especie que ha sido utilizada desde mucho tiempo atrás como 

una bacteria indicadora fecal (BIF), debido a que se creía que esta bacteria sólo podía 

reproducirse dentro del intestino (110), lo que podía usarse para generar una relación directa 

entre la cantidad de células bacterianas encontradas de esta especie y el grado de 

contaminación fecal. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que esta especie es 

capaz de sobrevivir y reproducirse en diferentes ambientes; volviéndose parte de la 

microbiota nativa del ecosistema e incluso llegando a establecer genotipos de vida libre que 

se diferencian de aquellos que se hospedan en animales (111, 112).  

El género Shigella, como se mencionó anteriormente es asociado con patogenicidad 

humana, y que se ha considerado como un linaje derivado a partir de E. coli (113). El 

encontrar en un grupo de aislamientos que parece tener mayor relación evolutiva con cepas 

del género Shigella de origen ambiental, plantea la incertidumbre de si estos aislamientos son 

una representación de los niveles de contaminación fecal en el río Virilla o si son bacterias 

que ya forman parte de la microbiota nativa de este río. En Costa Rica se tuvo un brote de 

diarrea asociado con Shigella que afectó a más de 7000 personas en el año 2001 y fue 

asociado con una transmisión a través del recurso hídrico (114, 115). La mayoría de estos 

aislamientos presentaron resistencia a múltiples antibióticos utilizados en infecciones 

diarréicas como trimetoprim/sulfametoxazole, tetraciclina, ampicilina, eritromicina y en 

menor medida a otros como cloranfenicol, cefalotina, amikacina y amoxicilina (115); 

demostrando la necesidad de mantener un monitoreo de potenciales patógenos y sus perfiles 
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de resistencia en muestras ambientales que podría ayudar a prevenir o estar mejor preparados 

para casos como estos.  

Para los aislamientos clasificados dentro del género Klebsiella según la herramienta 

del GTDB, los análisis filogenómicos confirmaron su identidad. Tres de estos se agruparon 

con cepas de la especie K. pneumoniae y otro con la especie K. variicola.  K. pneumoniae es 

una especie causante de un gran número de infecciones a lo largo del mundo y que en los 

últimos años ha aumentado la preocupación global debido a un aumento en el número de 

muertes causantes y el desarrollo de resistencia a antibióticos, en especial a los 

betalactámicos (116). Por otro lado K. variicola es una bacteria encontrada en diferentes 

ambientes como plantas, insectos, humanos y otros animales (117) y que, aunque se ha 

asociado más como un microorganismo ambiental, en los últimos años se han identificado 

como causantes de severas infecciones (117). También se ha especulado que la falta de 

técnicas precisas para su identificación ha subestimado su prevalencia en dichas infecciones; 

así como se ha demostrado que dichas bacterias pueden funcionar como un reservorio de GR 

a múltiples antibióticos como las carbapenemasas y de resistencia a la colistina (117, 118).  

El último aislamiento identificado se asignó a la especie Citrobacter gillenii tanto por 

el GTDB como por los análisis filogenómicos. Citrobacter es un género comprendido por 12 

especies que forma parte del microbiota intestinal de diferentes organismos, pero que pueden 

actuar como patógenos oportunistas. Aunque C. gillenii se ha asociado más con problemas 

infecciosos en la acuicultura (119, 120), el aumento de la presencia de GRAs en esta especie 

no deja de ser una preocupación debido a la propagación en el ambiente que pueden 

ocasionar, en especial si dichos genes son movilizados en plásmidos.  

De los 15 aislamientos, siete presentaron un fenotipo de resistencia a al menos uno 

de los antibióticos probados y dos fueron multirresistentes (resistencia a tres o más 

antibióticos). De esos siete, cinco presentaron resistencia a la nitrofurantoína, los cuales 

fueron dos clasificados como Shigella sp. (A230-5 y A230-7) y los tres aislamientos de la 

especie Klebsiella pneumoniae (A231-5, A237-6 y A238-6). La nitrofurantonía es un 

antimicrobiano utilizado en terapia de primera línea contra infecciones urinarias (121) que, 

si bien no se tiene total certeza sobre su mecanismo de acción, se conoce que al ingresar a la 

célula se reduce su grupo nitro; lo que origina su forma activa que logra unirse a los 

ribosomas bacterianos e inhibe la síntesis de ADN (121). Se ha reportado que los aislamientos 
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del género Klebsiella suelen presentar altos porcentajes de resistencia a dicho antibiótico 

(69.2%) al igual que las del género Enterobacter (63%) (122). Si bien no es muy común 

encontrar reportes de cepas clínicas de Shigella sp. resistentes a nitrofurantoína ya que no es 

un antibiótico utilizado en casos de diarrea o shigellosis, los aislamientos de su especie 

hermana E. coli suelen ser en su mayoría susceptibles a dicho antibiótico (123).  

 El desarrollo de su resistencia se asocia principalmente con mutaciones en los genes 

nfsA y nfsB que codifican para las nitro-reductasas involucradas en la activación del 

antimicrobiano. Además, en cepas de laboratorio también se ha encontrado resistencia a la 

nitrofurantoina debido a deleciones en el gen ribE, que codifica una lumazina sintetasa 

necesaria para la síntesis de riboflavina (124). Asimismo, la resistencia a este antimicrobiano 

también se ha asociado con la presencia de bombas de eflujo de la familia RND que son 

codificadas por genes oqx movilizados en plásmidos o insertados en el cromosoma (121, 

125). Al analizar los genomas de los aislamientos de los géneros Shigella y Klebsiella, se 

encuentran diferentes mutaciones en los genes nfsA y nfsB según el genoma de referencia E. 

coli K12 y Klebsiella pneumoniae ATCC13883, ambas cepas susceptibles. Sin embargo, para 

el caso de los aislamientos asignados como Shigella sp., no se encontraron mutaciones 

específicas asociadas previamente con resistencia a nitrofurantoína, ni tampoco mutaciones 

que estuvieran presentes únicamente en los aislamientos resistentes. Asimismo, sólo un 

aislamiento (Shigella sp. A229-5) presentó genes oqx en su genoma y fue sensible al 

antibiótico (ver Cuadro 5).  

Los dos aislamientos asignados al género Shigella que fueron resistentes a la 

nitrofurantoína, presentan un alto grado de similitud genómica con otros dos aislamientos de 

este estudio. El aislamiento Shigella sp. A230-5 (resistente) comparte un 99,5% de ANI con 

el aislamiento Shigella sp. A229-5 (sensible) y el aislamiento Shigella sp. A230-7 (resistente) 

un 100% de ANI con el aislamiento Shigella sp. A236-7 (sensible) (Fig. 1). Sin embargo, los 

aislamientos que no presentaron resistencia a la nitrofurantoína fueron aislados del Sitio 1, a 

diferencia de los que sí presentaron resistencia que se aislaron del Sitio 2. El asilamiento 

Shigella sp. A230-5 junto con el aislamiento Shigella sp. A229-5 fueron los únicos con 

genomas incompletos luego del proceso de ensamblaje. La pérdida de información del 

genoma puede haber incluido genes o mutaciones asociados con la resistencia a la 

nitrofurantoína o bien, la presencia de otro microorganismo en el cultivo de estos 



46 

 

 

 

aislamientos influenciado en la resistencia al antibiótico.  El aislamiento Shigella sp. A230-

7 si tuvo una completitud de 100% y una redundancia de apenas 1.4%, por lo que no parece 

que haya habido contaminación del cultivo por otro microorganismo que hubiera aportado a 

la resistencia a la nitrofurantoína.  

Tres aislamientos del género Klebsiella presentaron fenotipo de resistencia a la 

nitrofurantoína: K. pneumoniae A238-6 y K. pneumoniae A231-5, ambas aisladas del Sitio 3 

y el aislamiento K. pneumoniae A237-6 aislado del Sitio 2. Por otro lado, el aislamiento K. 

variicola A224-7 aislado del Sitio 3 fue susceptible a dicho antibiótico. Al hacer la anotación 

de los GRAs en las bacterias del género Klebsiella se observa la presencia de múltiples 

variantes de la familia de genes oqx, así como diferentes mutaciones en los genes nfsA y nfsB 

(cuadro 5). Los aislamientos K. pneumoniae A238-6, K. pneumoniae A231-5 y K. 

pneumoniae A237-6 presentaron tanto mutaciones en los genes nfs como genes oqx 

diferentes al aislamiento sensible A224-7. Esto podría sugerir que las mutaciones E29A, 

G125W, G204S, Q195L y K222R, asociadas con genes de la familia oqx, podrían estar 

involucradas en el desarrollo de resistencia la nitrofurantoína. Es probable que el desarrollo 

de dicha resistencia conlleve una combinación entre la presencia de mutaciones en los genes 

nfsA o nfsB que disminuyan el grado de activación del antimicrobiano, así como de la 

presencia de transportadores de la familia RND con cierto grado de especificidad hacia el 

compuesto. 

Los aislamientos asignados como Shigella sp. A230-7 (Sitio 2), y Shigella sp. A231-

12 (Sitio 3) y el aislamiento asignado como K. penumoniae A238-6 (Sitio 3) presentaron 

resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol. Este antibiótico es utilizado principalmente en 

tratamientos contra infecciones urinarias y funciona actuando como un inhibidor competitivo 

en el metabolismo del ácido fólico, impidiendo su producción y ocasionando una detención 

del ciclo celular de las bacterias (126). La resistencia al sulfametoxazol se ha asociado a 

mutaciones en el gen folP que codifica la enzima dihidropteroato sintasa, la cual está 

involucrada en la síntesis de folatos (nutriente esencial para las bacterias y otros organismos); 

así como con la propagación y adquisición de los genes sul, siendo genes que codifican 

variantes de la misma enzima (127). Para el trimetropim la resistencia se asocia con la 

presencia de los genes dfrA, que codifican una variante de la dihidrofolato reductasa, 

produciendo también enzimas no afines al antibiótico (128).  
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Los genes sul y dfrA se mueven generalmente en plásmidos y/o integrones (muy 

asociados con integrones de clase 1) (129, 130) tal y como fueron encontrados en los 

genomas de algunos de los aislamientos resistentes. El aislamiento Shigella sp.  A231-12 

contaba con los genes sul1, sul2 y dfrA12 en el plásmido A998; además, los genes sul1 y 

dfrA12 se encontraban dentro de un integron de clase 1 consistente con los resultados 

encontrados en otros estudios (129, 130). Por otro lado, el aislamiento K. penumoniae A238-

6 presentó los genes sul2 y dfrA26 que se encontraban en el plásmido AB595, sugiriendo que 

la presencia de estos genes en conjunto debido a un efecto de co-selección en EGMs (131) 

da como resultado el fenotipo de resistencia. Finalmente, el aislamiento Shigella sp.  A230-

7, aunque presentaba el fenotipo de resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol, al igual que 

con la resistencia a la nitrofurantoína, no se encontraron GR asociados con dicho fenotipo. 

La ampicilina/sulbactam fue el otro antibiótico en dónde más de un aislamiento fue 

resistente al mismo, presentando el aislamiento Shigella sp.  A230-7 un grado de resistencia 

intermedio (MIC: 16) y el aislamiento Shigella sp.  A231-12 una resistencia mayor (MIC: 

32). En el genoma del aislamiento Shigella sp.  A230-7 únicamente se encontró un GRA que 

fue el blaEC-18, el cual codifica para una betalactamasa de espectro extendido de clase C, 

que otorga resistencia a un grupo amplio de antibióticos betalactámicos, incluida la 

ampicilina; además los inhibidores de betalactamasas como el sulbactam aplicado no tienen 

efecto sobre estas enzimas (132). Aunque la presencia de este gen podría estar explicar el 

fenotipo de resistencia, el aislamiento Shigella sp.  A236-7 quién tuvo un ANI del 100% con 

el aislamiento Shigella sp. A230-7 también presentó el gen blaEC-18 y no presentó el 

fenotipo de resistencia al antibiótico.  

Los genes que codifican betalactamasas de espectro extendido de clase C, también 

están asociados con la resistencia a la mayoría de los betalactámicos con excepción de las 

metoxi-imino-cefalosporinas, como la cefepima y los carbapenémicos (133). Por lo que si 

dicho gen se estuviera expresando se hubiera visto resistencia a alguna de las cefalosporinas 

probadas en el VITEK2. Además, el aislamiento Shigella sp.  A230-12 (Sitio 2) también tenía 

presente dicho gen blaEC-18 y aunque fue aislado del mismo sitio no presentó el fenotipo de 

resistencia a ningún antibiótico. Sin embargo, los genes de dicha familia de resistencia 

blacEC contienen miles de variantes que podrían proporcionar diferentes patrones de 

resistencia a diferentes antibióticos betalactámicos. También es importante considerar que 
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las muestras provienen de un ambiente dinámico con un flujo continuo y diferentes 

compuestos orgánicos que pudieron desencadenar la expresión del gen blaEC de diferente 

forma en diferentes aislamientos, otorgando una posible respuesta al patrón encontrado 

(132).  

El grado de contaminación puede influenciar en el desarrollo de la resistencia tanto 

directa como indirectamente, debido a una mayor presencia del mismo antibiótico u otras 

moléculas con efecto similar que puedan desencadenar la selección de mecanismos de 

resistencia (134). Asimismo se ha reportado que la contaminación puede incrementar las 

tasas de mutación, lo que puede llevar a crear y seleccionar nuevas variantes de enzimas que 

generen resistencia a ciertos antibióticos (135, 136). Además, el estrés celular ocasionado 

por un alto nivel de contaminantes puede disparar la sobreexpresión de ciertos genes 

relacionados con múltiples procesos, como el sistema SOS, resistencia a antimicrobianos o 

bien los involucrados con la transferencia horizontal de genes (55, 137).  

Si bien estos aislamientos ya no se encuentran en el medio con contaminantes 

orgánicos, la memoria de respuesta en las bacterias, que se define como la expresión genética 

persistente luego de remover el inductor externo, puede perdurar a través de varias 

generaciones, en especial en ambientes fluctuantes, manteniendo el fenotipo por un tiempo 

prolongado (138). Este fenotipo de persistencia en algunas poblaciones bacterianas, puede 

ser producto de mecanismos epigenéticos, como el bloqueo de la metilación en el ADN para 

promover la expresión de ciertos genes (139). Estas células que heredan la capacidad de 

resistir al estrés son conocidas como células persistentes y representan una baja proporción 

de la población celular (poblaciones heterorresistentes); sin embargo, en condiciones de alto 

estrés pueden funcionar como un banco semilla que tiene la capacidad de sobrevivir al 

ambiente. Se cree que el hecho de que haya células persistentes en una población bacteriana 

que pueden ser mantenidas por herencia epigenética, es un mecanismo que proporciona una 

base para la evolución adaptativa de las bacterias (140).   

Estos fenómenos podrían estar involucrados con el fenotipo de resistencia a la 

nitrofurantoína, el trimetoprim/sulfametoxazol e incluso la ampicilina/sulbactam en el 

aislamiento Shigella sp. A230-7, pero ausente en el aislamiento Shigella sp. A236-7 con 

quién comparte un 100% de ANI; ya que como se mencionó previamente, la única diferencia 

notable en nuestros resultados es que el aislamiento Shigella sp. A230-7 fue aislado de un 
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sitio con mayor contaminación (Sitio 2) que el Shigella sp. A236-7 (Sitio 1). Por lo que la 

cantidad de agentes ambientales que promueven el estrés en las poblaciones y por ende la 

presencia de células persistentes a los antibióticos es probablemente mayor en el Sitio 2. Sin 

embargo, para poder comprobar esto, es necesario que futuros estudios evalúen el efecto de 

los contaminantes presentes en el río en la expresión de GRAs en diferentes aislamientos.  

Adicional a los mecanismos epigenéticos y desde el punto de vista de mecanismos de 

resistencia en plásmidos, las bacterias en cultivo pueden perder estos elementos debido a que 

ya no confieren una ventaja adaptativa y se da una inestabilidad segregacional (141). Es 

posible que un bajo número de copias del plásmido o bien, una baja cantidad de células 

bacterianas en la población con el plásmido (subpoblaciones heterorresistentes), hayan hecho 

inefectiva su reconstrucción (142). Esto ocasionaría la pérdida de los genes asociados con la 

resistencia a los antibióticos en el proceso de ensamblaje del aislamiento Shigella sp.  A230-

7. De hecho, las fallas en la predicción de genotipos de resistencia son parte de las 

limitaciones que tienen los datos producidos por secuenciación de nueva generación (en 

especial los de secuencias cortas), generando así falsos negativos que han sido previamente 

reportados en otras especies y para distintos antibióticos (143, 144).  

Una posible solución para evitar los falsos negativos generados por la secuención de 

Illumina podría ser el empleo de secuenciación de nueva generación de lecturas largas como 

PacBio o Nanopore, para poder tener un ensamblaje de mejor calidad, ya que en este trabajo 

sólo fue posible ensamblar los genomas de los aislamientos Shigella sp. A224-8 y Shigella 

sp. A231-12 bajo esa modalidad. O en el caso de que se trate de subpoblaciones 

heterorresistentes, producir un enriquecimiento de las células persistentes y posteriormente 

su extracción de ADN y secuenciación. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el 

proceso de secuenciación representa un momento único del estado genómico de una bacteria, 

por lo que es importante que futuros estudios también desarrollen metodologías de 

seguimiento a las generaciones posteriores para comprender las dinámicas de cambio de los 

EGMs y GRAs presentes en la población bacteriana.  

En cuanto al aislamiento Shigella sp.  A231-12 que presentó incluso una mayor MIC 

con la ampicilina/sulbactam, este albergaba dos GRA asociados con la resistencia a los 

betalactámicos; el gen blaCTX-M-115 que pertenece a las betalactamasas de espectro 

extendido clase A y el gen blaTEM-1 que codifica para betalactamasas de amplio espectro 
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clase A TEM-1. Este aislamiento fue el que presentó resistencia a un mayor número de 

antibióticos, incluidas todas las cefalosporinas probadas (Fig. 3). Según la clasificación de 

Bush & Jacoby (145), las enzimas codificadas por las familias de genes blaTEM-1 y blaCTX 

se encuentran en los grupos 2b y 2be, respectivamente. El grupo 2b confiere un fenotipo 

resistente a las penicilinas y algunas de las cefalosporinas de primera generación, mientras 

que el grupo 2be a un espectro extendido de cefalosporinas. Algo importante es que tanto el 

gen blaCTX-M-115 como el gen blaTEM-1 se encontraban en el plásmido A998. Esto sugiere 

que la presencia de dichas betalactamasas confiriendo resistencia a todas las cefalosporinas 

se encuentran en un mismo plásmido con las herramientas conjugativas para movilizarse en 

el ambiente y esparcir así, los GRAs a diferentes bacterias.  

En Costa Rica se ha reportado anteriormente la presencia de bacterias productoras de 

BLEE (146–148). Utilizando bacterias aisladas en el año 2005 del Hospital San Juan de Dios 

en Costa Rica, Arya-Fonseca y colaboradores (146) determinaron que un 18% de las E. coli 

y un 40% de las K. pneumoniae que causaron infecciones nosocomiales presentaron el 

fenotipo de BLEE positivo. Un 94% de las bacterias identificadas como E. coli presentaron 

BLEE de tipo TEM y apenas un 3% del tipo CTX. Respecto a los identificados como K. 

penumoniae un 100% de los aislamientos resistentes presentaron enzimas tipo TEM y un 

30% de tipo CTX. Asimismo, en el informe técnico de RAM emitido por el Centro Nacional 

de Referencia de Bacteriología de Costa Rica en el periodo 2018-2023 reporto que un 9,41% 

de las E. coli y un 19,59% de las K. pneumoniae aisladas de orina fueron BLEE positivas 

(149). El mismo centro de referencia reporta que en el año 2018 de 54 aislamientos de K. 

pneumoniae que fueron BLEE positivo, 50 presentaban los blaCTX-M, encontrando un 

porcentaje de estas bacterias con dicho genotipo mayor al 90% (149). Por lo que, el generar 

información sobre la presencia de aislamientos BLEE positivos y la identificación de los 

genes blaTEM-1 y blaCTX en bacterias ambientales, contribuye a los esfuerzos constantes de 

monitoreo intrahospitalario que se realizan en Costa Rica. 

 El aislamiento Shigella sp. A224-8 fue el único con resistencia a la ciprofloxacina 

(Fig. 3). La resistencia se da debido a la presencia de la mutación S83L en el gen gyrA, siendo 

esta no sólo una de las mutaciones más comunes encontradas en el ambiente, sino también la 

que parece conferir mayores niveles de resistencia al antibiótico (150).  Anteriormente se ha 

intentado relacionar los niveles de contaminación de fluoroquinolonas en el ambiente con la 
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resistencia a estos antibióticos; y aunque se encontró que las mutaciones en el gen gyrA 

también pueden aparecer en ambientes acuáticos no contaminados, no se descarta que la 

mayoría de las mutaciones más comunes como S83L aparecen en mayor medida en los 

ambientes con mayores niveles de contaminación (151). El hecho de que el único aislamiento 

con una mutación que confiere resistencia a ciprofloxacina fue del sitio más contaminado 

podría relacionarse con una mayor concentración de fluoroquinolonas en el ambiente, siendo 

esta una molécula poco biodegradable y que puede estimular la resistencia bacteriana en bajas 

concentraciones (152, 153); o bien de otros contaminantes emergentes que puedan tener un 

efecto similar en la célula. Sin embargo, para comprobar esto será necesario diseñar 

experimentos que permitan medir los niveles de contaminación de fluoroquinolonas en los 

sitios de muestreo, así como aumentar el número de cepas resistentes al tipo de antibióticos.  

En términos generales, al analizar tanto el fenotipo como genotipo de los GRAs, se 

puede encontrar que los aislamientos del tercer sitio presentan mayores perfiles de resistencia 

en comparación con los aislamientos de los demás sitios. En la Figura 4 se aprecia como el 

número de GRAs es mayor en los genomas de aislamientos del Sitio 3, seguidos por los del 

Sitio 2 y siendo los aislamientos del Sitio 1 los que presentan menor número de GRAs. Un 

patrón muy similar fue encontrado al analizar el número de plásmidos encontrados por sitio 

(Fig. 5). Existe una relación entre los resultados del mayor número de GRAs y del mayor 

número de plásmidos en los sitios de mayor contaminación. Determinamos que 27 GRAs de 

los 56 encontrados estuvieron presentes en plásmidos, y como se mostró en la Figura 2, los 

únicos aislamientos con GRAs en plásmidos fueron Shigella sp. A231-12 (12 GRAs), 

Shigella sp. A224-8 (9) y K. pneumoniae A238-6 (3) aislados del Sitio 3, además del 

aislamiento C. gillenii A223-7 (3) aislado del Sitio 2. Por lo que, el mayor número de GRAs 

en aislamientos del Sitio 3 podría deber a la presencia de plásmidos que movilizan dichos 

genes.  

La presencia de algunos contaminantes sólidos como microplásticos por ejemplo, 

pueden crear un área dónde los microorganismos se bioacumulan; esto facilita el contacto 

físico de las bacterias promoviendo la tasa de transferencia de GRAs por el proceso de 

conjugación (70). También se ha demostrado en experimentos de laboratorio que la presencia 

de microplásticos acelera las tasas de transformación comparado con sustratos orgánicos 

debido a un aumento en la expresión de genes relacionados con la formación del biofilm 
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(motA y pgaA) y el proceso de transformación (pilX y comA) (154). Asimismo, la presencia 

de contaminantes orgánicos, farmacéuticos o productos de cuidado personal pueden 

ocasionar un aumento en los niveles de estrés celular de las bacterias en el ambiente, 

generando una alta producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) en las células. Las 

ERO se han asociado con la regulación de las tasas de THG, de hecho, se ha observado que 

una producción de ERO provocada por contaminantes promueve la THG (54, 155, 156). 

El Sitio 3 muestreado fue seleccionado previamente debido a que se conocía como un 

punto de referencia en el gradiente de contaminación del río Virilla, siendo de los tres sitios 

muestreados el que albergaba mayores valores de contaminación según los índices del 

BMWP-CR (Biological Monitoring Working Party modificado para Costa Rica) (valor entre 

17-26 “muy contaminado”) e Índice Holandés (valor de 11 “severo”). Si bien se cuenta con 

un limitado número de aislamientos por sitio, el hecho de que la mayor cantidad de GRAs y 

sus vehículos móviles (plásmidos) se encuentran en los aislamientos de este sitio, genera la 

preocupación de si los niveles de contaminación tan diversos asociados al urbanismo en este 

cauce estén ejerciendo una presión selectiva que aumenta las dinámicas de transferencia y 

distribución de plásmidos con GRAs.  

Indicios similares se han encontrado en otras zonas del planeta, como por ejemplo en 

regiones costeras del centro de Tailandia dónde la contaminación urbana parece influenciar 

en la alta prevalencia de GRAs y EGMs en aguas y sedimentos (157); asimismo en ambientes 

acuáticos de los Andes Bolivianos se encontró una co-relación significativa entre la 

contaminación fecal y el aumento de GRAs y el gen intl1 (Integron de clase 1) (158). Esto a 

su vez guarda relación con experimentos de comunidades microbianas (microcosmos) como 

el realizado por Aoife y Rima (159), en dónde las bacterias resistentes a antibióticos 

proliferaron con mayor eficacia en microcosmos tratados con aguas residuales que aquellos 

tratados sólo con agua de río; demostrando que las bacterias con GRAs que sobreviven al 

tratamiento de aguas residuales pueden proliferar y persistir en el ambiente acuático luego de 

su liberación. Adicionalmente, un estudio demostró que en microcosmos creados a partir de 

aguas residuales de una planta de tratamiento en Escandinavia, se aumentaron las tasas de 

conjugación ante la exposición de bajas concentraciones de antibióticos y biocidas (160).  Lo 

que refuerza a su vez la necesidad de desarrollar más estudios en diferentes cuerpos lóticos 

de agua, en especial aquellos con alta influencia urbana.   
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 Otro punto que resaltar sobre el gradiente de contaminación analizado es haber 

aislado varias bacterias del género Shigella en los tres sitios de muestreo, pero con diferentes 

perfiles de GRAs. En la Figura 2 se reslató como las cepas Shigella sp.  A224-8 y Shigella 

sp. A231-12 siendo las únicas aisladas del Sitio 3, destacan en el número de GRAs (debido 

a la presencia de plásmidos que los acarrean) si se comparan con las otras Shigellas de los 

sitios 1 y 2 ubicadas en los mismos clados. Esto es un indicativo de que en ambos clados 

filogenómicos, hay Shigellas que comparten orígenes evolutivos, así como un alto porcentaje 

de nucleótidos (Fig.1), pero la presencia de plásmidos con GRAs se da únicamente en las dos 

Shigellas ubicadas en el Sitio 3. Lo que podría sugerir de nuevo, que el ambiente altamente 

contaminado podría estar influenciando en la adquisición de nuevos mecanismos de 

resistencia. Sin embargo, es necesario realizar otro tipo de estudios más relacionados con 

validar dicha hipótesis; como estudios de metagenómica en el agua y sedimento que puedan 

cuantificar en mejor medida la cantidad total de GRAs y EGMs en el gradiente de 

contaminación, o bien estudios que midan las tasas de conjugación y transformación en 

nuestros aislamientos bajo la presencia de dichos contaminantes. 

Respecto a los 52 plásmidos potenciales que fueron reconstruidos por la herramienta 

MOB-suite, sólo cinco presentaron GRAs, por lo que se visualizaron resaltando los GRAs y 

otros EGMs que tuvieran en su estructura. El primer plásmido presentado fue el pPAC802 

de la familia IncQ, presente en el aislamiento Shigella sp. A224-8 aislado del Sitio 3 (Fig. 5). 

Este fue el plásmido que al realizar la re-construcción mediante secuenciación PACBIO, 

parece estar presente en la bacteria integrado en el cromosoma, manteniendo la replicasa y 

los GRAs, pero no los genes para llevar a cabo la conjugación. Los plásmidos de la familia 

IncQ se caracterizan por ser plásmidos pequeños con la capacidad de replicarse en un amplio 

rango de bacterias (161). El plásmido en las bases de datos con mayor similitud según la 

herramienta MOB-suite fue el pASL01a presente en E. coli (162). Dicho plásmido se ha 

asociado con la diseminación de la resistencia al trimetoprim debido a la presencia del gen 

dfrA7 y la presencia de múltiples elementos transponibles de la familia TN21 (162). Sin 

embargo, el plásmido potencial que se encontraba en nuestro aislamiento no presentaba 

ninguno de estos elementos. Por otra parte, preservaba otros GRAs compartidos con el 

plásmido pASL01a que probablemente han quedado luego de posibles eventos de 

recombinación, como los genes sul1, sul2 y el gen de resistencia a biocidas qacE (162). 
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Anteriormente se ha reportado que un plásmido de la familia IncQ se ha integrado 

dentro del genoma de uno de sus hospederos, siendo el caso del plásmido pRAS3.2 que se 

integró en el cromosoma del parásito intracelular Chlamydia suis, generando una isla de 

patogenicidad de alrededor de 10kb en la cepa R19 (163). Además, se han reportado casos 

en que bacterias del género Shigella han integrado plásmidos acarreando genes de resistencia 

o de virulencia dentro de su cromosoma (164, 165); Prabaa y colaboradores (164) 

demostraron que en una cepa de S. sonnei había integrado un plásmido de la familia IncFII 

dentro del cromosoma, el cuál acarreaba genes de resistencia como mphA, sul1, bla-DHA1, 

qnrB4 y tetR. Dicha bacteria logró expresar resistencia a Azitromicina conferida por el gen 

mphA, demostrando la importancia de monitorear estos eventos de integración que pueden 

conferir mecanismos de resistencia a antibióticos y permanecer dentro del cromosoma de las 

bacterias.  

Este mismo aislamiento (Shigella sp.  A224-8) también acarreó el plásmido pAB190 

(Fig. 6), identificado como de la familia IncR. Se ha discutido anteriormente que este grupo 

de incompatibilidad de plásmidos no suele presentar relaxasa ni elementos conjugativos, sin 

embargo, en este estudio se reporta una relaxasa de la familia MOBF. A pesar de no presentar 

elementos conjugativos, estos plásmidos suelen encontrarse en una amplia variedad de 

hospederos, por lo que se hipotetiza que son movilizables (166). Dicha incongruencia podría 

deberse a una mala caracterización de las relaxasas presentes en los plásmidos de esta familia 

que les permitan movilizarse con los elementos conjugativos de otros plásmidos en la misma 

célula bacteriana. El plásmido en la base de datos con mayor similitud fue el plásmido pEFER 

proveniente de E. fergusonii cepa ATCC 35469. Este plásmido fue sometido al Genbank 

directamente y no hay un artículo asociado al mismo por lo que la información de su 

estructura es más restringida; sin embargo, se sabe que alberga una región de 

multirresistencia a antibióticos y dos mecanismos de resistencia a fagos conocidos como 

BREX y BrxU (167).   

El plásmido con mayor número de GRAs en su estructura fue el pA998 en el 

asilamiento Shigella sp.  A231-12 (Fig. 7), del Sitio 3 y que también obtuvo el mayor número 

de fenotipos resistentes a los antibióticos probados (Fig. 3). Este plásmido fue reconstruido 

utilizando los datos tanto de la secuenciación de Illumina como de PacBio. Dicho plásmido 

contenía la presencia de 12 GRAs, y el plásmido con mayor similitud en la base de datos fue 
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el pF8475, proveniente de Salmonella enterica pero que se ha sugerido tuvo origen 

inicialmente en una E. coli. En términos generales, el plásmido pA998 es un plásmido de 

gran tamaño (arriba de 200kb) que porta múltiples GRAs, entre ellos los genes blaTEM-1B 

y blaCTX-M-124 que confieren resistencia a una amplia variedad de antibióticos 

betalactámicos, especialmente del grupo de las cefalosporinas, lo que se relaciona con el 

resultado del VITEK2 (Fig. 3).  De estos genes sólo el gen blaTEM está presente en el 

plásmido de referencia pF8475, pero no así el blaCTX-M (168). 

Asimismo, el aislamiento A231-12 presentó el fenotipo de resistencia a los 

antibióticos trimetoprima/sulfametoxazol, y gentamicina; y en el plásmido pA998 se 

encontraban los genes dfrA12, sul (1 y 2) y aac(3)-IId que confieren resistencia a los 

antibióticos mencionados respectivamente. Estos mismos genes se pueden encontrar en el 

plásmido de referencia pF8475. Lo anterior apoya el hecho de que la resistencia a los 

antibióticos que presentó el aislamiento Shigella sp.  A231-12 es conferida por dicho 

plásmido. Sin embargo, para poder confirmar esto es necesario realizar experimentos 

enfocados en probar la expresión del plásmido en este u otros modelos bacterianos.  

Los genes sul1 y dfrA12 encontrados en el plásmido pA998 se encontraron dentro de 

la estructura de un integron de clase 1 (Fig. 8) en conjunto con los genes, aadA2 y SMR-qacE 

al igual que como se encuentran en el plásmido pF8475; si bien este último gen no es 

considerado como un GRAs, confiere resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qac, 

por sus siglas en inglés), por lo que su propagación puede beneficiar el fenómeno de co-

resistencia (169). Los integrones juegan un papel importante en la propagación y expresión 

de GRAs en las bacterias, debido a su capacidad de intercambiar casetes genéticos 

conteniendo GRAs con las células bacterianas y movilizarse entre múltiples ambientes. Los 

integrones de clase 1 se han relacionado especialmente con la presencia de genes que 

confieren resistencia a los qac, debido a que son compuestos altamente liberados en el 

ambiente, por lo que aumenta la ventaja adaptativa otorgada por estos genes y su prevalencia 

dentro de los integrones y poblaciones bacterianas se ve beneficiada (60, 170).  

Muchos estudios han reportado una relación constante entre los integrones de clase 1 

y la resistencia a sulfametoxazol de diferentes especies bacterianas (129, 130, 168, 171), 

debido a la presencia de los genes sul1, sul2 o sul3 dentro de la estructura del integron. Esto 

ocasiona que la probabilidad de encontrar alguno de los genes sul en conjunto con el gen qac 
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dentro de un integron clase 1 en aquellas cepas resistentes a sulfametoxazol aumente cada 

vez más, ya que al ser seleccionado uno de los genes debido a la presión selectiva del 

antibiótico o el biocida, se co-seleccione el otro, favoreciendo el fenómeno de co-resistencia 

(131). Otro de los arreglos más comunes encontrados dentro de integrones de clase 1 es la 

combinación o co-existencia de los genes dfrA12 y aadA2 (172, 173), la cual se ha reportado 

en múltiples ocasiones, siendo encontrada incluso en conjunto con los genes sul (173). En el 

caso del plásmido A998, la estructura del integron de clase 1 contiene los cuatro genes 

mencionados, siendo un arreglo de los genes dfrA12-aadA2-sul1-qac, que no sólo confiere 

la resistencia necesaria para desarrollar resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol, sino que 

también confiere potencial resistencia a biocidas a base de compuestos de amonio 

cuaternarios y a la estreptomicina.  

Tomando la información anterior en cuenta, el plásmido A998 tiene los genes 

necesarios para llevar a cabo el proceso de conjugación, y además contiene 12 GRAs, dónde 

cuatro de esos genes y uno de resistencia a qac, están organizados en un integron completo. 

Esto representa un punto clave a tomar en cuenta en este estudio, ya que habla de la 

posibilidad de que este u otros plásmidos similares estén esparciéndose en el ambiente y 

siendo co-seleccionados debido a la presencia de compuestos orgánicos que facilitan su 

transferencia y permanencia en las poblaciones. Además de que, aunque parece tener una 

historia más marcada en especies del género Salmonella, el compartir un posible origen con 

E. coli hace que sea potencialmente compatible con otras especies de la familia 

Enterobacteriaceae, como es el caso del aislamiento Shigella sp.  A231-12. Debido a esto, se 

refuerza la importancia de mantener un constante monitoreo ambiental de plásmidos con 

GRAs, ya que la presencia de arreglos genéticos que confieren resistencia a múltiples 

antibióticos como el encontrado en un integron de clase 1 en este plásmido (dfrA12-aadA2-

sul1-qac) representa un alto riesgo de generar nuevas cepas multirresistentes que pueden 

llegar a tener un impacto directo en la salud humana.  

Los otros dos plásmidos con presencia de GRAs fueron el pAB595 (Fig. 9) y el 

pPAC305 (Fig. 10) que fueron encontrados en los aislamientos K. pneumoniae A238-6 (Sitio 

3) y C. gillenii A223-7 (Sitio 2), respectivamente. El plásmido pAB595 presentó tres GRAs 

que fueron blaTEM-1, dfrA28 y sul2. El aislamiento K. pneumoniae A238-6 que acarreaba 

el plásmido presentó resistencia a la trimetoprima/sulfametoxazol, lo que podría relacionarse 



57 

 

 

 

con la presencia de los genes dfrA28 y sul2 que confieren dicho fenotipo. Este plásmido fue 

relacionado con el plásmido RCS86_pI proveniente de E. coli; sin embargo, no se encontró 

información sobre dicho plásmido por lo que parece haber sido anotado directamente al 

GenBank sin ninguna publicación asociada. Además, no se logró anotar la replicasa por lo 

que se desconoce su grupo de incompatibilidad. A pesar de la falta de información sobre 

dicho plásmido, se evidencia un evento de co-selección de GRAs que confieren resistencia a 

una combinación de antibióticos altamente utilizada en infecciones clínicas (especialmente 

urinarias).  

Finalmente, el último plásmido pPAC305 fue el único con presencia de GRAs 

encontrado en una bacteria que no fuera aislada del Sitio 3, siendo el aislamiento C. gillenii 

A223-7. Este plásmido fue asociado con el plásmido R6K de E. coli en la base de datos; 

plásmido que ha sido utilizado como un plásmido modelo en estudios de replicación desde 

hace décadas (174). Ambos plásmidos son conjugativos, de la familia IncX2 y con un tamaño 

alrededor de los 40kpb. Los plásmidos del grupo de incompatibilidad IncX suelen tener un 

tamaño de 30-50kpb aproximadamente, y se han detectado principalmente en cepas de 

Salmonella y E. coli de origen humano y animal (44). Si bien este aislamiento no presentó 

resistencia a ninguno de los antibióticos probados según la prueba de VITEK2, la estructura 

de dicho plásmido presenta 3 GRAs, aph(3’’)-Ib y aph(6)-Id (que confieren resistencia a la 

estreptomicina) y el gen tet(B) (que confiere resistencia a la tetraciclina). Ninguno de estos 

antibióticos fue probado en el VITEK2, por lo que para comprobar la expresión de dichos 

genes y la función del plásmido será necesario elaborar ensayos a futuro con antibióticos 

específicos que nos ayuden a diseminar el verdadero papel de este y otros plásmidos 

encontrados. También es importante mencionar que 47 de los plásmidos putativos no 

presentaron GRAs, por lo que podrían estar cumpliendo funciones distintas a la RAM que 

deberán ser elucidadas en estudios posteriores.  
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VII. CONCLUSIONES 

• La mayoría de los aislamientos (10/15) pertenecen al género Shigella, y aunque 

aislamos bacterias de este género en los tres sitios, sólo los del Sitio 3 (el más 

contaminado), presentaron GRAs en plásmidos.  

• El aislamiento Shigella sp. A231-12 del Sitio 3 presentó el mayor número de 

fenotipos de resistencia a los antibióticos probados (7 antibióticos) y un mayor 

número de GRAs en un sólo plásmido (11 ARG).  

• Los perfiles fenotípicos de resistencia fueron mayores en los aislamientos de los 

Sitios 2 y 3, prevaleciendo la resistencia a nitrofurantoína, 

trimetoprim/sulfametoxazol y antibióticos betalactámicos; relacionado con la 

presencia de genes sul, dfrA y bla en elementos móviles como plásmidos y un 

integrón de clase 1.  

• En general, los resultados muestran la necesidad de incluir bacterias ambientales en 

la vigilancia de la RAM, para obtener información que pueda usarse para realizar 

referencias cruzadas con determinantes de resistencia clínicos y comunitarios. 

También destaca la necesidad de abordar la RAM como parte de los desafíos que 

plantea el aumento de la urbanización. 
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X. ANEXOS 

Cuadro suplementario 1. Información de acceso a los genomas de las diferentes cepas 

externas utilizadas en el árbol filogenómico.  

Cepas externas utilizadas en el árbol filogenómico Código de acceso al 

genoma (Genbank) 

Escherichia coli O7K1 str CE10 ASM22762v1 

Shigella flexneri 3b PDT001042381.1 

Shigella flexneri 5 ASM1358v1 

Klebsiella pneumoniae subsp pneumoniae HS11286 ASM24018v2 

Shimwellia blattae DSM 4481 ASM26230v1 

Escherichia coli O119 H4 Ec03-3458 

Shigella flexneri 6 ASM118406v1 

Escherichia coli O119 H6 ASM159250v1 

Klebsiella pneumoniae subsp Ozaenae WCHKP030925 ASM285311v2 

Citrobacter gillenii MBT-C3 ASM342960v1 

Citrobacter freundii FDAARGOS_549 ASM381234v1 

Citrobacter braakii MiY-A ASM964893v1 

Klebsiella quasipneumoniae KqPF26 ASM1641570v1 

Klebsiella variicola subsp variicola F2R9T ASM2052554v1 

Klebsiella variicola subsp variicola KPN160 ASM2126320v1 

Klebsiella pneumoniae subsp Rhinoscleromatis KP4831 ASM2280967v1 

Klebsiella variicola subsp tropica BSK_177V2 ASM2680213v1 

Citrobacter gillenii AF64-5pH9A ASM2768166v1 

Shigella dysenteriae ATCC 13313 ASM294967v1 

Shigella flexneri 2a  ASM295021v1 

Escherichia coli DSM 30083 ASM369716v2 

Shigella sonnei SE6-1  ASM1337481v1 

Shigella boydii ESBL-W3-2 ASM229048v1 

Shigella boydii ATCC BAA-1247 ASM295027v1 

Shigella sonnei 2015C-3566 ASM222462v1 

Shigella boydii 4444 74 ASM26818v1 

Shigella boydii S6614  ASM81558v1 

Shigella sonnei 09 1032 A ASM81588v1 

Shigella sonnei 3233 85 ASM26800v1 

Shigella sonnei 866 ASM326524v1 

Shigella sonnei Moseley  ASM28181v1 

Shigella sonnei S6513  ASM81550v1 
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Cuadro suplementario 2. Resultados de los GRAs presentes en los 15 aislamientos 

que fueron secuenciados por la plataforma Illumina, obtenidos por el software abricate 

utilizando la base de datos AMR-FinderPlus del NCBI. Se muestra el código del aislamiento, 

el código del plásmido o si se encontraba en el cromosma del aislamiento, el nombre del gen, 

la cobertura e identidad contra la referencia utilizada por la base de datos, el código de 

accesión de la referencia utilizada y el fenotipo de resistencia al que se asocia dicho gen.  

 

Aislamiento Plásmido Gen Cobertura 

(%) 

Identidad 

(%) 

Referencia Resistencia 

A222-7 Cromosoma blaEC-

18 

100.00 99.91 NG_049083.1 Cefalosporinas 

A223-7 Cromosoma blaGIL-1 100.00 99.42 NG_049142.1 Betalactámicos 

A223-7 pAC305 tet(B) 100.00 100.00 NG_048163.1 Tetraciclina 

A223-7 pAC305 aph(3'')-

Ib 

100.00 99.88 NG_056002.2 Estreptomicina 

A223-7 pAC305 aph(6)-Id 100.00 100.00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A224-7 Cromosoma fosA_gen 100.00 93.81 NG_047881.1 Fosfomicina 

A224-7 Cromosoma oqxA6 100.00 96.51 NG_050424.1 Fenicol, 

quinolona 

A224-7 Cromosoma oqxB15 100.00 99.27 NG_050433.1 Fenicol, 

quinolona 

A224-7 Cromosoma blaLEN-

10 

100.00 99.88 NG_050775.1 Betalactámicos 

A224-8 Cromosoma blaEC 100.00 100.00 NG_047494.1 Betalactámicos 

A224-8 pAC802 mph(A) 100.00 99.67 NG_047986.1 Macrólido 

A224-8 pAC802 sul1 100.00 100.00 NG_048082.1 Sulfonamida 

A224-8 pAC802 aadA5 100.00 100.00 NG_047357.1 Estreptomicina 

A224-8 pAC802 tet(B) 100.00 100.00 NG_048163.1 Tetraciclina 

A224-8 pAB190 floR 100.00 99.83 NG_047862.1 Florfenicol 

A224-8 pAC802 sul2 100.00 99.88 NG_048118.1 Sulfonamida 

A224-8 pB190 tet(X) 100.00 100.00 NG_065852.1 Tetraciclina 

A224-8 pAC802 aph(6)-Id 100.00 100.00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A224-8 pAC802 aph(3')-

Ia 

100.00 100.00 NG_047430.1 Kanamicina 

A229-5 Cromosoma oqxA10 100.00 94.05 NG_050418.1 Fenicol 
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Quinolona 

A229-5 Cromosoma oqxB11 100.00 96.23 NG_050429.1 Fenicol 

Quinolona 

A229-5 Cromosoma blaEC-

15 

100.00 98.50 NG_049081.1 Cefalosporinas 

A229-12 Cromosoma blaEC-

18 

100.00 99.21 NG_049083.1 Cefalosporinas 

A230-5 Cromosoma blaEC-

15 

100.00 98.50 NG_049081.1 Cefalosporinas 

A230-7 Cromosoma blaEC-

18 

100.00 99.21 NG_049083.1 Cefalosporinas 

A230-8 Cromosoma blaEC 100.00 100.00 NG_047494.1 Betalactámicos 

A231-12 Cromosoma blaEC-

18 

100.00 99.21 NG_049083.1 Cefalosporinas 

A231-12 pAA998 blaCTX-

M-115 

100.00 100.00 NG_048910.1 Cefalosporinas 

A231-12 pAA998 mph(A) 100.00 99.67 NG_047986.1 Macrólido 

A231-12 pAA998 sul1 100.00 100.00 NG_048082.1 Sulfonamida 

A231-12 pAA998 aadA2 100.00 99.87 NG_047343.1 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 dfrA12 100.00 100.00 NG_047689.1 Trimetropim 

A231-12 pAA998 blaTEM-

1 

100.00 100.00 NG_050145.1 Betalactámicos 

A231-12 pAA998 aac(3)-

IId 

100.00 100.00 NG_047251.1 Gentamicina 

A231-12 pAA998 tet(B) 100.00 100.00 NG_048163.1 Tetraciclina 

A231-12 pAA998 aph(6)-Id 100.00 100.00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 aph(3'')-

Ib 

100.00 100.00 NG_056002.2 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 sul2 100.00 99.88 NG_048118.1 Sulfonamida 

A231-12 pAA998 aph(3')-

Ia 

100.00 99.88 NG_047430.1 Kanamicina 

A231-5 Cromosoma blaSHV-

187 

100.00 99.19 NG_050053.1 Betalactámicos 

A231-5 Cromosoma oqxA5 100.00 99.66 NG_050423.1 Fenicol 

Quinolona 

A231-5 Cromosoma oqxB11 100.00 99.52 NG_050429.1 Fenicol 

Quinolona 
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A231-5 Cromosoma fosA6 100.00 99.52 NG_051497.1 Fosfomicina 

A236-12 Cromosoma blaEC 100.00 99.91 NG_047494.1 Betalactámicos 

A236-7 Cromosoma blaEC-

18 

100.00 99.21 NG_049083.1 Cefalosporinas 

A237-6 Cromosoma blaSHV-

187 

100.00 99.42 NG_050053.1 Betalactámicos 

A237-6 Cromosoma oqxB25 100.00 99.43 NG_050444.1 Fenicol 

Quinolona 

A237-6 Cromosoma oqxA6 100.00 99.83 NG_050424.1 Fenicol 

Quinolona 

A237-6 Cromosoma fosA_gen 98.33 93.70 NG_047881.1 Fosfomicina 

A238-6 Cromosoma blaSHV-

110 

100.00 99.77 NG_050001.1 Betalactámicos 

A238-6 Cromosoma fosA6 100.00 99.52 NG_051497.1 Fosfomicina 

A238-6 Cromosoma oqxB 100.00 100.00 NG_048025.1 Fenicol 

Quinolona 

A238-6 Cromosoma oqxA 100.00 99.92 NG_048024.1 Fenicol 

Quinolona 

A238-6 pAB595 sul2 100.00 100.00 NG_051852.1 Sulfonamida 

A238-6 pAB595 dfrA26 100.00 100.00 NG_047722.1 Trimetropim 

A238-6 pAB595 blaTEM-

1 

100.00 100.00 NG_050145.1 Betalactámicos 
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Cuadro suplementario 3. Resultados de los elementos genéticos móviles presentes en los 

15 aislamientos que fueron secuenciados por la plataforma Illumina, obtenidos por el 

software MOB-suite. Se muestra el código del plásmido, el código del aislamiento, el tamaño 

putativo del plásmido y su contenido GC, el grupo de incompatibilidad de las replicasas 

presentes, la clase de la relaxasa y el tipo de plásmido (conjugativo, movilizable o no 

mobilizable).  

Plásmido Aislamiento Tamaño 

(Mpb) 

% 

GC 

Replicasa (s) Relaxasa (s) Tipo de 

plásmido 

pAA304 A222-7 90,33 48,75 IncFIB 

rep_cluster_2244 

MOBF conjugativo 

pPAC305 A223-7 43,22 43,06 IncX2 MOBP conjugativo 

novel_fa78 A223-7 22,70 46,84 rep_cluster_1304 - no 

movilizable 

pAA814 A224-7 117,59 52,80 - - no 

movilizable 

novel_7b5d A224-7 32,67 50,82 IncFIB - no 

movilizable 

novel_0564 A224-7 4,06 46,17 ColRNAI_rep_cluster_1987 - no 

movilizable 

pAB229 A224-8 44,41 43,15 IncX1 MOBP conjugativo 

pAB190 A224-8 30,24 47,36 - - movilizable 

pAB189 A224-8 13,39 51,41 IncR - no 

movilizable 

pAC082 A224-8 44,15 54,25 IncQ1 - no 

movilizable 

pAD169 A224-8 2,52 45,00 ColRNAI_rep_cluster_1987 - movilizable 

pAD466 A224-8 2,52 48,99 - MOBV movilizable 

pAD093 A224-8 2,68 46,01 - - no 

movilizable 

pAA304 A229-5 81,65 47,85 IncFIA,IncFIB MOBF conjugativo 

pAD443 A229-5 74,01 51,30 - - no 

movilizable 

pAA275 A229-5 71,87 51,24 IncFIB MOBF,MOBF conjugativo 

pAA143 A229-5 5,61 49,60 rep_cluster_2392 MOBP movilizable 

novel_d433 A230-5 18,90 43,22 IncFIB - no 

movilizable 

pAA304 A230-5 76,36 47,17 IncFIA,IncFIB MOBF conjugativo 

pAA833 A230-5 24,67 50,20 - - no 

movilizable 

pAA143 A230-5 5,61 49,60 rep_cluster_2392 MOBP,MOBP movilizable 

pAA304 A230-7 101,94 48,24 IncFIB,rep_cluster_2244 MOBF conjugativo 

pAD672 A230-7 12,20 55,43 - - no 

movilizable 

pAF232 A230-7 8,12 54,99 - - no 

movilizable 

novel_b2b5 A230-8 52,91 48,49 IncK2/Z MOBP movilizable 

pAA161 A230-8 6,21 46,75 - MOBP movilizable 

pAA971 A230-8 5,95 42,91 Col156 MOBQ movilizable 

pAA147 A230-8 5,68 47,34 rep_cluster_2401 MOBP movilizable 
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pAB074 A230-8 3,20 51,64 ColRNAI_rep_cluster_1987 - no 

movilizable 

pAA314 A229-12 44,95 52,47 IncFIA MOBF conjugativo 

pAA172 A229-12 29,68 49,35 IncFIB,IncFII - no 

movilizable 

pAF232 A229-12 6,59 49,55 - - no 

movilizable 

novel_0c71 A229-12 4,86 41,85 ColRNAI_rep_cluster_1987 

rep_cluster_2358 

- no 

movilizable 

pAD443 A231-5 137,08 51,82 IncFIB - no 

movilizable 

pAB076 A231-5 5,37 52,03 ColRNAI_rep_cluster_1987 MOBP movilizable 

pAA474 A231-12 85,09 49,68 IncI-gamma/K1 MOBP conjugativo 

pAA998 A231-12 223,80 47,63 IncFIA,IncQ1 MOBH conjugativo 

pAD486 A231-12 3,24 47,25 rep_cluster_2350 - movilizable 

pAF232 A231-12 1,45 44,73 - - no 

movilizable 

pAA304 A236-7 101,89 48,24 IncFIB 

rep_cluster_2244 

MOBF conjugativo 

pAF232 A236-7 9,89 52,61 - - no 

movilizable 

pAA887 A236-12 79,22 49,72 IncFIB MOBC movilizable 

pAA376 A236-12 61,39 45,95 IncY - no 

movilizable 

pAD443 A237-6 144,40 50,98 IncFIB,IncFII - no 

movilizable 

pAA050 A237-6 29,92 54,12 IncFIA - movilizable 

pAD443 A238-6 145,44 51,68 IncFIB - no 

movilizable 

pAA031 A238-6 22,30 53,31 - - no 

movilizable 

pAA029 A238-6 19,41 51,58 - - no 

movilizable 

pAA356 A238-6 5,70 47,24 - - no 

movilizable 

pAB595 A238-6 6,86 54,17 - - no 

movilizable 

pAA129 A238-6 4,77 43,47 ColRNAI_rep_cluster_1987 - no 

movilizable 

pAE973 A238-6 3,31 46,77 - - no 

movilizable 
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Cuadro suplementario 4. Resultados de los GRAs presentes en los 2 aislamientos 

que fueron secuenciados por las plataformas Illumina y PacBio, obtenidos por el software 

abricate utilizando la base de datos AMR-FinderPlus del NCBI. Se muestra el código del 

aislamiento, el código del plásmido o si se encontraba en el cromosma del aislamiento, el 

nombre del gen, la cobertura e identidad contra la referencia utilizada por la base de datos, el 

código de accesión de la referencia utilizada y el fenotipo de resistencia al que se asocia dicho 

gen.  

 

Aislamiento Plásmido Gen Cobertura 

(%) 

Identidad 

(%) 

Referencia Resistencia 

A224-8 Cromosoma aph(3')-Ia 100,00 100,00 NG_047430.1 Kanamicina 

A224-8 Cromosoma aph(6)-Id 100,00 100,00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A224-8 Cromosoma aph(3'')-

Ib 

100,00 100,00 NG_056002.2 Estreptomicina 

A224-8 Cromosoma sul2 100,00 100,00 NG_048118.1 Sulfonamida 

A224-8 Cromosoma mph(A) 100,00 99,67 NG_047986.1 Macrólido 

A224-8 Cromosoma sul1 100,00 99,89 NG_048082.1 Sulfonamida 

A224-8 Cromosoma aadA5 100,00 100,00 NG_047357.1 Estreptomicina 

A224-8 Cromosoma mdf(A) 100,00 99,92 Y08743.1 Macrólido 

A224-8 pAB190 tet(X) 98,71 95,31 NG_065852.1 Tetraciclina 

A224-8 pAB190 floR 99,92 98,11 NG_047862.1 Florfenicol 

A224-8 pAB190 tet(B) 100,00 100,00 NG_048163.1 Tetraciclina 

A224-8 pAB190 aph(3'')-

Ib 

99,88 100,00 NG_056002.2 Estreptomicina 

A224-8 pAB190 aph(6)-Id 100,00 100,00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A231-12 Cromosoma mdf(A) 100,00 98,86 Y08743.1 Macrólido 

A231-12 pAA998 aph(6)-Id 100,00 100,00 NG_047464.1 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 aph(3'')-

Ib 

100,00 100,00 NG_056002.2 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 sul2 100,00 100,00 NG_048118.1 Sulfonamida 

A231-12 pAA998 blaTEM-

1B 

100,00 100,00 NG_048118.1 Sulfonamida 

A231-12 pAA998 aac(3)-IId 100,00 99,88 NG_047251.1 Gentamicina 

A231-12 pAA998 mph(A) 100,00 99,67 NG_047986.1 Macrólido 

A231-12 pAA998 sul1 100,00 99,89 NG_048082.1 Sulfonamida 
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A231-12 pAA998 aadA2 97,92 99,75 NG_047343.1 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 dfrA12 100,00 100,00 NG_047343.1 Estreptomicina 

A231-12 pAA998 aph(3')-Ia 100,00 99,88 NG_047430.1 Kanamicina 

A231-12 pAA998 tet(B) 100,00 100,00 NG_048163.1 Tetraciclina 

A231-12 pAA998 blaCTX-

M-124 

100,00 99,89 NG_048910.1 Cefalosporinas 
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Cuadro suplementario 5. Resultados de los elementos genéticos móviles presentes en los 2 

aislamientos que fueron secuenciados por las plataformas Illumina y PacBio, obtenidos por 

el software MOB-suite. Se muestra el código del plásmido, el código del aislamiento, el 

tamaño putativo del plásmido y su contenido GC, el grupo de incompatibilidad de las 

replicasas presentes, la clase de la relaxasa y el tipo de plásmido (conjugativo, movilizable o 

no mobilizable).  

Aislamiento Plásmido Tamaño 

(Mpb) 

% GC Replicasa (s) Relaxasa 

(s) 

Tipo de 

plásmido 

A224-8 pAB190 77,28 50,05 IncR - Movilizable 

A224-8 pAB229 45,14 43,35 IncX1 MOBP Conjugativo 

A224-8 pAD169 2,56 45,16 ColRNAI_rep_cluster_1987 - Movilizable 

A224-8 pAD466 2,56 49,24 - MOBV Movilizable 

A231-12 pAA998 234,80 47,79 IncFIA 

IncQ1 

MOBH Conjugativo 

A231-12 pAA474 85,13 49,69 IncI-gamma/K1 MOBP Conjugativo 

A231-12 pAD486 3,29 46,96 rep_cluster_2350 - Movilizable 
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1. Información suplementaria respecto a la densidad poblacional de los sitios 

de muestreo 

Realizado con apoyo de Máster Denis Mauricio Salas González (SIG-IRET, 

UNA) 

Para la realización del cálculo poblacional alrededor de cada sitio de muestreo, se realizó un 

mapeo de infraestructura urbana (casas de habitación, escuelas colegios, talleres, mercados, 

etc.), considerando una zona de amortiguación de 5 Km y estimaciones en Costa Rica de 4 

habitantes por vivienda. Además, como insumo para conocer el estado de alteración de la 

zona de estudio se consideró el área de cobertura de bosque, mediante el índice de vegetación 

remanente o RVI, por sus siglas en inglés desarrollado por Márquez (175), y utilizado en 

otros estudios de genes de resistencia antimicrobiana como contaminantes en aguas rivereñas 

de Costa Rica (80, 81). Esto dio como resultado una densidad poblacional estimada y RVI 

que se detalla en el siguiente cuadro: 

 

Cuadro suplementario 6. Información obtenida mediante Sistemas de Información 

Geográfica para cada uno de los sitios muestreados. Categorías RVI: NT No o escasamente 

transformado, muy sostenible RVI ≥70%; PT Parcialmente transformado, sostenibilidad 

media 50%≤RVI<70%; MT Transformación moderada, sostenibilidad media-baja 

30%≤RVI<50%; HT Altamente transformado, baja sostenibilidad 10%≤RVI<30%; CT 

Completamente transformado RVI< 10% (las siglas corresponden al inglés). 

Sitio No. 

Infraestructuras 

Población 

aproximada 

Densidad 

aproximada 

(habitantes 

por Km2) 

Área Buffer (km2) Remaining 

vegetation 

index 

(RVI)* 

1 2697 10788 137,4267516 78,5 57,8471338 

2 26471 105884 1348,840764 78,5 8,53503185 

3 22163 88652 1129,324841 78,5 26,433121 

 

Cómo resultado los sitios se clasificaron como: (1) Coronado RVI= 57,85 Parcialmente 

transformado, (2) Tibás RVI=8,53 CT Completamente transformado, (3) Represa RVI=26,43 

HT Altamente transformado. 
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2. Información de la clasificación de la calidad de las aguas superficiales en las 

zonas de estudio de la subcuenca del Río Virilla, según Dirección de Aguas-

MINAE 

a. Punto de Referencia para el sitio 1: FPC-TAR-01   

Interpretación del índice Físico Químico: SIN CONTAMINACIÓN 

Interpretación del índice BMWP-CR: CALIDAD EXCELENTE 

Referencia:https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiY2VkZTc0ZjYtYjBiMC00Zjk5LThm

OTQtMTgxYTI0MjgyNzdhIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4

Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9  

b. Punto de Referencia para el sitio 2: FPC-TAR-01 

Interpretación del índice Físico Químico: SIN CONTAMINACIÓN-INCIPIENTE 

Interpretación del índice BMWP-CR: CONTAMINACIÓN MODERADA-MUY 

CONTAMINADA 

Referencia:https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiMjU1ZmVlNDAtODRlYy00ODM0L

ThjYWUtNDVkNWYxMDc5ODRlIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMj

EyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9  

c. Punto de Referencia para el sitio 3: FPC-TAR-04 

Interpretación del índice Físico Químico: SEVERA 

Interpretación del índice BMWP-CR: MUY CONTAMINADA 

https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiOWMxMGI5YzEtMzE3OS00ZmMwLWIxZWQt

ODM3NTE1YWU4MDA2IiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4

Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9  

 

 

https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiY2VkZTc0ZjYtYjBiMC00Zjk5LThmOTQtMTgxYTI0MjgyNzdhIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiY2VkZTc0ZjYtYjBiMC00Zjk5LThmOTQtMTgxYTI0MjgyNzdhIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiY2VkZTc0ZjYtYjBiMC00Zjk5LThmOTQtMTgxYTI0MjgyNzdhIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiMjU1ZmVlNDAtODRlYy00ODM0LThjYWUtNDVkNWYxMDc5ODRlIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiMjU1ZmVlNDAtODRlYy00ODM0LThjYWUtNDVkNWYxMDc5ODRlIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiMjU1ZmVlNDAtODRlYy00ODM0LThjYWUtNDVkNWYxMDc5ODRlIiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiOWMxMGI5YzEtMzE3OS00ZmMwLWIxZWQtODM3NTE1YWU4MDA2IiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiOWMxMGI5YzEtMzE3OS00ZmMwLWIxZWQtODM3NTE1YWU4MDA2IiwidCI6IjFhYzkwNGRmLWYzNTctNGQwMS1hMjEyLTU4Y2M5MGQxNzUzYSIsImMiOjR9
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