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ABSTRACT

Anthropogenic activity has generated a negative impact on aquatic environments and on the
organisms that live in them. Therefore, the water quality of the samples taken in the four
tributaries of the Bogota River will be determined by implementing traditional strategies with
physicochemical and microbiological analyses. Likewise, the composition of the microbial
communities present were described using metagenomic analysis and with these results the
presence of molecular markers of interest. Our results showed how the bacterial community
dominates in the samples, in addition, the description of the antibiotic resistance markers and
virulence factors gives an approximation to how the water is serving as a medium for its
propagation. Finally, this study allows generating relevant information on the current status
of the sampled points and marking a starting point to continue with future research.

RESUMEN

La actividad antropogénica ha generado un impacto negativo en los ambientes acuaticos y en
los organismos que viven en €l. Para esto se determind la calidad del agua de las muestras
tomadas en los cuatro afluentes del rio Bogota implementando estrategias tradicionales con
pruebas fisicoquimicas y microbioldgicas. También, se determind la composicion de las
comunidades microbianas presentes por medio de analisis metagendmicos y con estos
resultados, se describio la presencia de marcadores moleculares de interés en salud
circundantes. Nuestros resultados muestran como la comunidad bacteriana domina en las

muestras, adicional, la descripcion de los marcadores de resistencia a antibidticos y factores



de virulencia da un acercamiento de como el agua estd sirviendo como medio para la
propagacion de estos. Finalmente, este estudio permite generar informacion relevante acerca
del estado actual de los puntos muestreados y marca un punto de inicio para continuar con

préximas investigaciones.
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1. INTRODUCCION

El rio Bogota es uno de los principales rios de Colombia, contando con una longitud de 347
kilometros y un &rea de 589.143 hectéareas. Su importancia se debe a que cerca al afluente se
desarrollan actividades socioecondmicas que representan el 28% a nivel nacional (Rodriguez
Forero et al., 2009; Secretaria Distrital de Planificacion de Bogota, 2014; CAR, 2018). Estas
actividades producen descargas de aguas residuales equivalentes a 25.185 toneladas por afio
con un fuerte impacto en la calidad de los alimentos, las actividades pesqueras y la salud
humana (Hernandez-De Lira et al., 2014). Este rio nace en el Paramo de Guacheneque y
desemboca en el rio Magdalena (Diaz-Martinez & Granada-Torres, 2018). Ademas, su
calidad se ve afectada a medida que aumenta su cercania a las areas urbanas de la ciudad,
debido a las actividades inducidas por el hombre que generan desechos industriales, agricolas
y domésticos (Meneses-Campo et al., 2019). A este rio desembocan cuatro afluentes
principales: los rios Arzobispo, Fucha, Tunjuelo y Soacha, los cuales, al atravesar la ciudad
de Bogotd, reciben el impacto antrépico de aproximadamente el 20% de la poblacion

colombiana que vive en la capital (Fernandez et al., 2015).

El agua tanto del rio Bogotd como de sus afluentes se utiliza en una amplia gama de
actividades, como la agricultura, ganaderia e incluso actividades domésticas (Ruiz-Moreno
et al., 2019; Henao-Herrefio et al., 2017). Cuando se presenta la contaminacion en estos
cuerpos hidricos, ademas de afectar la calidad del agua y las actividades econdmicas

desarrolladas cerca a estos, representan una amenaza para la salud y una alta incidencia de
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enfermedades en humanos y animales (Algahtani et al., 2022; Xu et al., 2022). Es necesario
determinar la calidad del agua mediante estrategias tradicionales, pero es pertinente mejorar
las estrategias para caracterizar la diversidad microbiana en las aguas residuales del area de
Bogota. La estrategia de Amplicon-based sequencing se implementd inicialmente en el
Grupo de Investigaciones en Microbiologia de la Universidad del Rosario (GIMUR) para la
caracterizacion de cuerpos de agua ya que este enfoque analiza el gen 16S rRNA (Vega et
al., 2021), un marcador filogenético que permite la diferenciacién y asignacion taxonémica
de las diferentes bacterias que estan presentes en muestras ambientales (Moreno-Mesonero
et al., 2020). Sin embargo, la metagendémica se considera un enfoque mas completo para
analizar el componente microbioldgico de los ecosistemas acuéticos a través del analisis de
su ADN (Staley & Sadowsky, 2016; Riesenfeld et al., 2004), permitiendo asi una asignacion
taxondmica, no solo de bacterias, sino también de eucariotas, microorganismos que no son

cultivables o tienen poca abundancia (Illumina, 2015).

Teniendo en cuenta que se han encontrado organismos resistentes a los antibioticos en aguas
ambientales como los rios (Kaiser et al., 2022), es necesario detectarlos, ya que se ha
reportado que el medio acudtico es un reservorio que ayuda a la transferencia de estos a
humanos y animales, a traves de la cadena de uso y consumo de agua (Yu et al., 2022).
Ademaés de esto, no solo se han encontrado bacterias resistentes a antibioticos, sino también
se han encontrado en éstas, factores de virulencia que aumentan el potencial de causar
enfermedades (Mao et al., 2021). En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el
estado actual de la calidad del agua, determinar la composicién de las comunidades
microbianas y describir la presencia de marcadores moleculares circundantes en los afluentes
de los rios Fucha, Tunjuelo, Arzobispo y Soacha. Los aportes de esta investigacion permitiran
generar informacion bésica sobre la calidad del agua y la composicién de las comunidades
microbianas como aporte al disefio de estrategias para el control y tratamiento de los cuerpos

de agua en Bogota.
2. METODOS

2.1 Recoleccién de muestras



Se tomaron siete muestras simples de los cuatro afluentes del rio Bogota entre el 26 de
octubre y el 5 de noviembre de 2021. Las muestras se colectaron a una profundidad de 30 cm
en el tramo inicial y en el tramo final de cada rio, a excepcion del rio Soacha, debido al dificil
acceso (Figura 1, S1). Esto fue posible con la ayuda de un montaje estéril que permitio el
acceso al rio desde puentes peatonales y vehiculares (S2). Una ficha de coleccidn de datos
fue designada en el momento del muestreo con informacién de fecha, hora, coordenadas y
observaciones adicionales. Las muestras se transportaron a 4°C en una nevera de poliestireno
y se procesaron el mismo dia de la recoleccion hasta la extraccion de ADN para asi obtener

optimos resultados (Joseph et al., 2019).
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Figura 1. Mapa de los sitios de colecta de las muestras de agua en los cuatro afluentes del

rio Bogota.

2.2 Evaluacion de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos utilizando enfoques

tradicionales

Las propiedades fisicoguimicas, tales como acidez, alcalinidad, dureza total y oxigeno

disuelto, se determinaron In situ de acuerdo con las instrucciones del kit "Alforja Carolina®



Water Quality". Asi mismo, se consideraron propiedades organolépticas como color y olor.
Adicionalmente, se realizaron mediciones de concentracion de Oz, CO2y pH en el laboratorio
usando un LabQuest - Vernier.

La calidad microbiolégica del agua se determind mediante la implementacion de pruebas
tradicionales, para esto, se realizd una dilucion seriada de 10° a 10~ (Resolucion 2115 del
2007). Inmediatamente después se realizé una siembra masiva en agar nutritivo + cloruro de
tetrazolio (5%) y agar MacConkey. Posteriormente, se incub6 durante 48 horas a 37 °C y se
realizd el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Todos estos pardmetros
evaluados son importantes para determinar la calidad del agua teniendo en cuenta la

normatividad colombiana bajo la Resolucion 2115 de 2007.
2.3 Extraccion de ADN y secuenciacion metagendémica

Se realizaron dos filtraciones al vacio de 200 mL para cada una de las muestras con
membranas de nitrato de celulosa de 0,45 um. La muestra filtrada se vuelve a procesar con
membranas de nitrato de celulosa de 0,2 um para incluir microorganismos mas pequefos.
Luego, las membranas se almacenaron en un tubo Falcon estéril de 50 mL en el que se
recuperé la biomasa por extraccibn mecanica (S3); posteriormente, se centrifug6. El
protocolo de extraccion de ADN se realizé con el kit Qiagen DNeasy PowerLyzer Power
Soil y se almacen6 a -30 °C (Posada-Perlaza et al., 2019). La presencia de Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. se determiné a partir del ADN extraido mediante la prueba de PCR

tradicional, siguiendo la metodologia previamente reportada (Vega et al., 2021).

La cantidad y la integridad del ADN extraido se verifico utilizando NanoDrop y
electroforesis, respectivamente. Las muestras se concentraron y se enviaron un promedio de
43 ng/uL de ADN por muestra a la empresa Novogene para realizar la secuenciacion tipo
Shotgun metagenomics utilizando la plataforma Illumina NovaSeq Paired-End con una
longitud de lectura de 150 pb hasta alcanzar una cantidad minima de datos crudos por muestra
de 2 Gb.



2.4 Andlisis de datos

La calidad de las lecturas sin procesar se verifico a través de FastQC, luego se recortaron con
Trimmomatic con un umbral de calidad de 20 y una longitud minima de 150 pb. Una vez se
obtuvieron las lecturas limpias, se realizo la asignacion taxondmica usando Centrifuge (Kim
et al., 2016.) y Kraken2 (Wood et al., 2019), mientras que el perfilamiento taxonémico se
realizd usando Methaphlan0.2 (Beghini et al., 2021). Los resultados se visualizaron
utilizando Pavian (Breitwieser & Salzberg, 2020) y RStudio. Adicionalmente, con el
software Resistance Gene Identifier (RGI) (Alcock et al., 2020) se analizaron los marcadores
moleculares de interés en salud, principalmente aquellos relacionados con resistencia a
antibioticos. Por otro lado, se identificaron los factores de virulencia a traves de la base de
datos de factores de virulencia (VFDB) (Chen et al., 2016) en el que se seleccionaron las
toxinas como factor de virulencia a revisar, para posteriormente determinar la frecuencia de

observacion de estas en las muestras.

Los ensamblajes a partir de metagenomas (MAG) se obtuvieron con MetaSpades y el
agrupamiento se realizo a través de MetaBAT, Maxbin y Concoct. Posteriormente, se realizo
un refinamiento de los Bins con DASTool y se determind la calidad de estos Bins en CheckM.
La asignacién taxonomica se realizé con GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2020). Finalmente, se
eligieron los MAGS considerando los estandares de Bowser et al., (2017). Los borradores
MAG de alta calidad tenian mas del 90 % de integridad y menos del 5 % de contaminacion.
Asimismo, los borradores MAG de calidad media estaban por encima del 50% de integridad

y menos del 10% de contaminacion.
3. RESULTADOS
3.1 Calidad del agua a partir del andlisis tradicional

El perfil fisicoquimico indicé altos niveles de acidez, dureza y alcalinidad en la mayoria de
las muestras de los tramos finales de los rios en comparacion con los tramos iniciales (Tabla
1). Por el contrario, la muestra RT1 mostré valores similares a la muestra RTO en dureza 'y
alcalinidad. El pH de todas las muestras se mantuvo en un rango entre 583 y 6,48. El
porcentaje de oxigeno se mantuvo en valores similares entre cada una de estas muestras

(~10,4%), a excepcion de la muestra RFO, que obtuvo un valor de 4,17%. A su vez, esta
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muestra fue la que presentd mayor concentracion de CO2 con un valor de 835 ppm en

comparacion con las demés muestras que se encontraban en un rango entre 414y 712 ppm.

Tabla 1. Medicion de los pardametros fisicoquimicos con enfoques tradicionales

Rio  Seccién Temperatura Temperatura pH Alcalinidad* Acidez* Dureza* O,disuelto %0, CO;

agua ambiental (ppm) (ppm) (ppm)
RF 0 16.3°C 18°C 6.84 20 16 0 9 4.17% 835
RF 1 15.7°C 15°C 6.00 50 16 30 11 10.14% 414
RA 0 13.8°C 12°C 6.20 40 10 30 9 10.89% 712
RA 1 18.1°C 18°C 6.22 110 58 30 6 10.09% 463
RT 0 14°C 9°C 6.48 60 30 20 4 10.15% 520
RT 1 14°C 10°C 5.83 60 34 0 9 10.04% 486
RS 1 11°C 8°C 6.80 130 52 70 7 10.07% 529

*CaCO3 (ppm)

RF: Rio Fucha, RA: Rio Arzobispo, RT: Rio Tunjuelo, RS: Rio Soacha
0: Seccion inicial

1: Seccion final

El recuento de UFC - Estimacion que se basa en el nimero de colonias identificables en el
agar posterior al tiempo de siembra e incubacién (Gronewold & Wolpert, 2008) muestra
como se obtuvo un mayor nimero de colonias en agar MacConkey que en agar nutritivo +
TTC, excepto para la muestra RF0. Las colonias que crecieron en agar nutritivo + TTC
mostraron un color rojo oscuro, lo que indica colonias aerdbicas. Por otro lado, se observaron
colonias translucidas de color rosa y blanco en agar MacConkey, lo que indica bacterias
fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, respectivamente. Teniendo en cuenta la
Resolucién 2115 de 2007, todos los rios, en cualquiera de los tramos, superan el nivel

maximo permitido, con valores superiores a 350 UFC/100 pL (Tabla 2).

Tabla 2. Estimacion de parametros microbioldgicos medidos con enfoques tradicionales

Agar nutritivo + TTC Agar MacConkey
Rio Seccion 10%/ 100 uL 10%/ 100 uL
UFC UFC
RF 0 0 0
RF 1 232,000 109,500
RA 0 100 0
RA 1 912,500 412,500
RT 0 2,800 1,000
RT 1 1,200 2,400
RS 1 552,000 120,000

*UFC - Unidades Formadoras de Colonia



Finalmente, se detectd la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp segun lo
establecido en la Resolucién 2115 de 2007. Se encontr6 la presencia de estos paréasitos en
todas las muestras a excepcion de RFO en la que no se encontraron presentes estos mediante
deteccion por PCR.

3.2 Comunidades bacterianas: abundancia de especies presentes en las muestras de los

afluentes

Se recupero en promedio el 99.69% de las lecturas de alta calidad después del filtrado y
recorte de calidad. Para la asignacion taxondémica se decidié seguir trabajando con la
herramienta Centrifuge, ya que tuvo un mayor porcentaje en cuanto a la clasificacion de las
lecturas, incluyendo el 100% de asignacion taxondmica de tres muestras, en comparacion
con la herramienta Kraken2 en la que su mayor porcentaje de clasificacion taxondmica fue
del 61,6%. La clasificacion taxondmica, segun el analisis, mostré que esta constituida en su
mayoria por lecturas microbianas en las que un gran porcentaje fueron asignadas a bacterias
con un promedio del 97,5% del total de lecturas clasificadas que representan un total de 4.823

bacterias. Los virus representaron el 0,1% del total de lecturas.

Finalmente, no se encontraron lecturas pertenecientes a eucariotas. Esto, puede deberse a su
baja abundancia, ya que con la cantidad de datos secuenciados (2 GB), la mayoria de estos,
correspondieron a aquellos microorganismos mas abundantes, en este caso las bacterias. Es
por esto, que se logro detectar Giardia spp. y Cryptosporidium spp. mediante la PCR, técnica

dirigida a amplificar un fragmento especifico.

Respecto a la abundancia de bacterias obtenidas por secuenciacion, se puede observar como
la especie Dechloromonas aromatica domina las muestras del rio Tunjuelo en ambos tramos.
Por otro lado, descriptivamente, se puede observar cdmo hay una mayor presencia de
Acinetobacter johnsonii y Aeromonas hydrophlila en todas las muestras correspondientes a
los tramos finales, en comparacion con los iniciales. Para las demas bacterias, se puede

observar una abundancia similar entre las muestras inicial y final (Figura 2).

Por otro lado, las muestras correspondientes a los rios Arzobispo y Tunjuelo (Figura 2A, C)
tienen una composicion similar, con predominio de especies como Aeromonas hydrophila y

Acinetobacter media. Se puede destacar como en la muestra RA hay un cambio entre la
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seccion inicial y final, ya que esta Gltima mostrd un incremento en las especies Tolumonas
auensis 'y A. hydrophila, asi como una disminucion en Polaromonas naphthalenivorans. Con
respecto a la muestra RF (Figura 2B), la seccion final mostré un aumento en A. johnsonii y
A. hydrophila. Finalmente, en la muestra del rio Soacha (Figura 2D) se encontraron
descriptivamente en iguales proporciones las especies A. hydrophila, A. media y D.

aromatica.

A L.o0. B 1001
= - Especles = Especies
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B scovvorax sp. RACOT W Acicovorme sp. RAGOT
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| Asromonas media o591 Asvomonas media
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B Acidovorax sp. S92 B Acicorona so. RSO
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W soinstatacter jotrmons W Acmetsbaster johnsars
050 Aaromanas byctophis 0.50 Asromonas hyciraphits
Asromanas media Aeromonas media
Asromenas veroni Asromonas veroni
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W Desticromanas aramatica W Sechioramansas aromatica
0.25 | T — 0.25 W Fotvomanas naotitalennonans
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Figura 2. Abundancia relativa de las 10 especies bacterianas mas abundantes. A. Rio
Arzobispo seccidn inicial y final. B. Rio Fucha seccidn inicial y final. C. Rio Tunjuelo
seccidn inicial y final. D. Rio Soacha seccién final.

* RF: Rio Fucha, RA: Rio Arzobispo, RT: Rio Tunjuelo, RS: Rio Soacha, 0: Seccién inicial, 1: Seccion final

Abundancia

Se seleccionaron las 10 especies de bacterias con mayor abundancia relativa y se
identificaron sus potenciales asociaciones a la biorremediacion. La especie Acidovorax sp.
KKS102 y D. aromatica fueron las mas abundantes entre las muestras. En la muestra RAO la
especie P. naphthalenivorans fue la dominante, pero hubo una reduccion de su presencia
hacia RAL, en contraste con un aumento de Rhodoferax ferrireducens. Finalmente, en las

muestras RT y RS sigue predominando la especie D. aromatica (Figura 3A).

En cuanto a la revision de las 10 especies de bacterias patdgenas mas abundantes, se
encuentra que las especies Aeromonas hydrophila y Acinetobacter johnsonii son las mas
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dominantes a nivel general entre todas las muestras. La Ultima especie es la mas dominante

en los tramos finales, excepto RA1, ya que fue mas abundante en la muestra inicial de este

rio (Figura 3B). Los resultados tanto de la asignacion taxonémica como del perfilamiento

taxondémico con Methaphlan0.2 muestran una composicion bacteriana similar en las muestras

de agua.
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. Raoultslla ornithinolytica

Figura 3. A. Abundancia relativa de las 10 bacterias de biorremediacion mas abundantes B.
Abundancia relativa de las 10 bacterias patdgenas mas abundantes.

* RF: Rio Fucha, RA: Rio Arzobispo, RT: Rio Tunjuelo, RS: Rio Soacha, 0: Seccion inicial, 1: Seccion final
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3.3 Comunidad bacteriana: marcadores moleculares de interés en salud

Se encontraron 12 marcadores moleculares asociados con resistencia antibiética (MMRA)en
las siete muestras de los rios, en las que adeF dominé en todas las muestras. Al comparar las
muestras de los rios entre tramos se observa una composicion muy similar entre todos ellos.
Solo se encontro tetO en la muestra RF0. Por otro lado, APH(3”)-1b solo se encontro en las
muestras RA1 y RF1. La presencia de MuxB disminuy0 hacia las secciones finales (Figura
4A).

Estos MMRA se encontraron en cromosomas o plasmidos/cromosomas, como en el caso de
sull, msrE y adeF (Figura 4B). También se encontré que la clase de farmaco mas frecuente
fue el de los antibidticos macrolidos y los marcadores de resistencia encontrados fueron la
salida de antibidticos, la inactivacion de antibioticos, la proteccion de la diana del antibidtico

y el reemplazo de la diana del antibidtico con base en RGI (S4).
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Figura 4. A. Abundancia relativa de las MMRA mas abundantes B. Distribucion de las
AROs en elementos genéticos maviles.

* RF: Rio Fucha, RA: Rio Arzobispo, RT: Rio Tunjuelo, RS: Rio Soacha, 0: Seccion inicial, 1: Seccion final, MMRA: Marcadores
moleculares asociados con resistencia antibiética.

Por otro lado, se realizo un filtrado de los resultados de VFDB en el que se seleccionaron, de
entre las toxinas, aquellas que estaban por encima del 95% de identidad. La toxina mas

frecuente fue la del operén RTX para Aeromonas hydrophila, en la que predominaron los
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genes RtxA y RtxB. Factores de virulencia como toxinas para A. hydrophila se encontraron

asociados a todas las muestras tomadas, principalmente en AR1 (Figura 5).
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{2xD) Aeromonas fyarophiia subsp. fiyarophia ATCC 7966
{IXG) Aeromonas hyakophia subsp. hyarophia ATCC 7966
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(ABM73980) Ciostridium botuinum £3 st Alaska £43 -
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Figura 5 - Mapa de calor de frecuencia de observaciones de los factores de virulencia —
toxinas encontradas en las muestras de agua de los afluentes del rio Bogota.

*RF: Rio Fucha, RA: Rio Arzobispo, RT: Rio Tunjuelo, RS: Rio Soacha, 0: Seccidn inicial, 1: Seccion final

3.4 Genomas ensamblados en metagenoma - MAGs

Adicionalmente, se obtuvieron 8 borradores-MAG de alta calidad pertenecientes al dominio
Bacteria. De estos 8 borradores 4 se clasificaron taxonémicamente hasta género y los 4
restantes, se clasificaron hasta especie, encontrando microorganismos como Aliarcobacter
cryaerophilus y Acinetobacter johnsonii. También, se obtuvieron 13 borradores-MAG de
calidad media, todos clasificados taxonémicamente en el dominio Bacteria, 5 de estos MAGs
clasificados hasta el nivel de especie como lo son Aliarcobacter cryaerophilus y
Acinetobacter johnsonii, mismas bacterias encontradas en los borradores-MAG de alta
calidad. Estos resultados, son de utilidad para una futura anotacién del genoma y una
asignacion funcional; esto permitiendo la comprension completa de estos genomas
ensamblados a partir de metagenomas de las especies encontradas.
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4. DISCUSION

Debido a multiples actividades antropicas, la contaminacion se dispersa en las aguas
superficiales, generando cambios en las propiedades fisicoquimicas y la composicion
microbiana de estos cuerpos de agua (Ho et al., 2021). Las bajas concentraciones de Oxigeno
disuelto (OD) pueden indicar estrés ambiental y eutrofizacion (Omer, 2019), lo que sugiere
contaminacion principalmente por el uso de fertilizantes quimicos en el sector agricola 'y en
menor medida a contaminacion por aguas residuales domésticas e industriales (Xu et al.,
2022). La temperatura puede intervenir en los procesos de crecimiento y actividad bioldgica
(Adeyemi et al., 2022). Asi mismo, a mayor temperatura se genera una menor concentracion
de OD (Gualdron Durén, 2016; Fierro Ortiz & Caballero Rodriguez, 2015).

Segun la Resolucion 1207 de 2014, que adopta disposiciones relacionadas con el uso de aguas
residuales tratadas, el valor limite maximo permisible de pH entre 6,0 — 9,0 permite la
implementacién de agua para la agricultura, excluyendo el riego de alimentos para consumo
humano. Por otro lado, la alcalinidad mide la capacidad amortiguadora del agua (Gorde &
Jadhav, 2013). Cuando este valor es alto, puede indicar contaminacion quimica e industrial.
En cambio, los valores altos de acidez se relacionan con la contaminacion del agua de uso
domeéstico (Omer, 2019). En general, en todos los rios el tramo méas contaminado fue el final,
que presentd valores mas altos en los parametros fisicoquimicos en comparacion con los
tramos iniciales, lo que sugiere la disminucion de la calidad del agua y el aumento de la

contaminacion al atravesar la ciudad y acercarse a su desembocadura en el rio Bogota.

Ademas, encontrar la presencia de Giardia spp y Cryptosporidium spp en la mayoria de las
muestras representa un riesgo, ya que estos cuerpos de agua son utilizados para diversas
actividades, entre ellas el riego de alimentos. Lo que causa contaminacion con quistes
infecciosos (Giardia spp) y ooquistes (Cryptosporidium spp) que luego serdn consumidos
por animales y humanos (Ngobeni et al., 2022). Ambos parasitos protozoarios representan
una alerta de salud publica, ya que han sido responsables de multiples brotes transmitidos
por el agua en paises en desarrollo y desarrollados (Rosado-Garcia et al., 2017).

Ademas, determinar la presencia de coliformes totales y fecales indica contaminacion del

agua (Vasconcellos et al., 2022). La presencia de coliformes en altas concentraciones esta
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relacionada con enfermedades que se transmiten a través de este medio (Moshi et al., 2022).
Si los cuerpos de agua presentan contaminacion microbiana, puede representar una alerta ya
que se estima que las enfermedades diarreicas son en su mayoria resultado del agua
contaminada (Adeyemi et al., 2022). Ademas, no solo se han reportado enfermedades
gastrointestinales, sino también oculares, cutaneas, respiratorias y auditivas debido al

contacto directo o al consumo de agua contaminada (Li et al; 2022).

De la misma manera, la composicion microbiana de las muestras de RT en el tramo final
muestra una mayor abundancia de A. johnsonii y una disminucion de D. aromatica, lo que
puede indicar que las tasas de contaminacion difieren entre el tramo inicial y final de los
afluentes. Ya que Dechloromonas aromatica es una bacteria anaerdbica facultativa de la
clase Betaproteobacteria (Han et al., 2021). Este microorganismo es relevante ya que cuando
fue aislado se percibi6 su capacidad para degradar anaerobicamente el clorobenzoato
(Salinero et al., 2009, Huang et al., 2020). La especie Dechloromonas spp. destaca por ser
un microorganismo desnitrificante comdn en lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales (Huang et al., 2020) y su presencia ha sido reportada en muchos cuerpos de agua,
dominando aquellos de agua dulce (Zhang et al., 2022).

Acinetobacter johnsonii es un bacilo gramnegativo (Jia et al., 2022). Se distribuye
ampliamente en aguas dulces como rios y lagos; asimismo, se ha reportado su presencia en
sistemas de distribucion de agua potable (van Bel et al., 2020). Se ha reportado la presencia
de esta especie en cuerpos de agua contaminados y con presencia de antibioticos en el
ambiente. Los contaminantes podrian estar generando una presion selectiva sobre esta
bacteria (Jia et al., 2021).

Por otro lado, Aeromonas hydrophila es una bacteria gramnegativa, al igual que A. johnsonii,
que esta presente en cuerpos de agua dulce, marinos y de aguas residuales (Janelidze et al.,
2022). Este microorganismo se clasifica como un patdgeno oportunista asociado
principalmente a enfermedades en los peces (Neamat-Allah et al., 2021). Sin embargo,
también esté asociada con enfermedades en humanos, ya que esta bacteria puede propagarse
a través de alimentos contaminados (Wang et al., 2021), a través del consumo de pescado
enfermo o por contacto directo con agua contaminada (Zhang et al., 2022). Ademas, se asocia

con la resistencia a los antibidticos (Anjur et al., 2021). Encontrar el dominio de estas
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especies en las secciones finales de las muestras del rio puede dar una indicacion de la
contaminacion asociada con los efectos antropogénicos, como la industrializacion y la

urbanizacion cerca de ellos.

En la muestra RA se observa un aumento de A. hydrophila y Tolumonas auensis. Ademas,
una disminucion de Polaromonas naphthalenivorans. Por otro lado, se encontré un
incremento de A. hydrophila y A. johnsonii en la muestra RF. La bacteria T. auensis cuenta
con la capacidad de sintetizar tolueno, se ha encontrado en ambientes de agua dulce donde
ha sido aislada (Roman et al., 2021) y no es reconocida como patégena para la salud humana
(Lee et al., 2022). Adicionalmente, el género Polaromonas se ha encontrado en una variedad
de ambientes, que incluyen agua de mar, agua subterranea, suelo y agua del grifo (Hwang et
al., 2021). Los estudios han demostrado como la especie P. naphthalenivorans puede oxidar
varios compuestos como el arseniato, los compuestos organicos recalcitrantes y oxidar el
hidrogeno molecular (Grigoryan et al., 2022). Posteriormente, algunos aislados de A.
johnsonii pueden adquirir genes que codifican resistencia a los antibidticos e incluso pueden
servir como reservorios de estos genes. Los estudios han informado que esta bacteria es

resistente a la ampicilina (Jia et al., 2021).

Se identificaron bacterias asociadas a la biorremediacién, como Acidovorax sp. KKS102 que
es una bacteria capaz de degradar bifenilo y policlorobifenilo. Poder degradar estos productos
es prometedor en el campo de la biorremediacién, ya que este compuesto quimico es un
producto nocivo, no solo para la salud humana y animal, sino también para el medio ambiente
debido a que es dificil de degradar (Shehu & Alias 2018). Ademas, D. aromatica puede
metabolizar compuestos aromaticos. La presencia de este género esta relacionada con la
degradacion de contaminantes xenobioticos (Parida et al., 2022), que son contaminantes
organicos generados por el ser humano (Zhang et al., 2021). Adicionalmente, Rhodoferax
ferrireducens se encontrd en mayor proporcion en la muestra RA1, es una especie mesofila
que crece en un rango de temperatura optimo entre 15 a 30°C (Thulasinathan et al., 2022).
Esta bacteria se caracteriza por reducir el hierro y pasarlo a un estado de oxidacién reducido
(Finneran et al., 2003). La presencia de estos microorganismos podria ser un indicio de

contaminacion por hidrocarburos aromaticos y clorados en aquellas secciones donde se
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tomaron las muestras. Es por esto que dichas bacterias juegan un papel fundamental en la

degradacion de estos compuestos.

Encontrar microorganismos patdgenos en ambientes acuaticos representa una alerta para la
salud publica (Zhao et al., 2022). Esto se debe a que el ambiente acuatico es un medio de
propagacion de estos microorganismos patogenos (Zhao et al., 2022; Leonov et al., 2022) y
esta agua se utiliza para riego de cultivos y consumo animal (Kotsiri et al., 2022). En adicion,
el género Acinetobacter spp. es un patdgeno que esta relacionado con el desarrollo de
resistencia a farmacos (Carvalheira et al., 2021) como es el caso de la especie A. johnsonii
cuyos genes, ademas de servir como reservorio de genes de resistencia a antibioticos, son
susceptibles a muchos de estos farmacos (Jia et al., 2021; Jia et al., 2022). Ademas, A.
hydrophila, que se encuentra en agua dulce (van Bel et al., 2020), ha sido vinculada a ser un
patdgeno en peces, lo que puede generar problemas en la salud humana e impactar
econdémicamente en este rubro (Dhanapala et al., 2021). Su prevalencia y la implementacion
de este recurso para diversas actividades puede ser causa de riesgo para la salud publica. Por
otro lado, en una menor abundancia, se encontr6 Pseudomonas aeruginosa, bacteria de
relevancia en salud publica, por ser patégena para animales, plantas y humanos. Estos Gltimos
presentando sintomas, desde infecciones leves, hasta infecciones potencialmente mortales.
P. aeruginosa puede colonizar cuerpos de agua, incluso si estos tienen una disponibilidad
limitada de nutrientes, como es el caso del agua potable (Alatraktchi, 2022). Su importancia
aumenta, ya que su tratamiento es dificil y limitado, esto teniendo en cuenta que la bacteria
ha generado resistencia a la mayoria de los antibiéticos (Azam & Khan, 2019). La OMS
estima que la resistencia a los antibioticos causara 10 millones de muertes al afio para 2050
(Khadraoui et al., 2022).

El uso creciente de antibioticos, incluso en situaciones en las que no son necesarios, ha
generado presion sobre el medio ambiente, la aparicion de contaminantes emergentes y
subproductos toxicos que representan una amenaza para la salud (Hoslett et al., 2021; Liu et
al., 2021). El gen adeF se destaca como el méas abundante entre las muestras y ha sido
identificado como uno de los genes de resistencia a antibioticos mas abundantes en muestras
de agua (Chen et al., 2022). Pertenece a la clase de farmacos de las tetraciclinas y los
antibidticos fluorogquinolonas (Yang et al., 2022). La muestra RFO fue la unica en la que
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estuvo presente el gen tetO, que se caracteriza por ser resistente a la tetraciclina. Este puede
dispersarse en el medio acuético a través de aguas residuales domésticas, industriales,
hospitalarias y agricolas (Sazykin et al., 2019). La presencia de tetO es comdn en areas
municipales y en presencia de animales, ya que las tetraciclinas se utilizan en medicina
veterinaria, particularmente en aquellos animales que se destinan al consumo humano (Sun
et al., 2020; Dai et al., 2020).

En particular, en los MMRA los antibidticos macrolidos y tetraciclinas fueron la clase de
farmaco mas comun. Los antibioticos macrolidos se implementan en medicina humana por
ser este el sustituto de la penicilina para aquellas personas que son alérgicas a esta Ultima
(Yuan et al., 2022). Los macrolidos también se utilizan como fungicidas y en medicina
veterinaria. Cuando este antibiético llega a aguas superficiales, puede interferir en el
metabolismo de los organismos presentes, afectando su desarrollo y reproduccion (Ajenifuja
& Oni, 2022). Muchos de estos genes de resistencia a antibidticos presentes en plasmidos
permiten la transferencia horizontal, ya que al ser un elemento genético moévil facilita la
propagacion. Por otro lado, los que se encuentran en los cromosomas generan tasas de
mutacién mas bajas que en los plasmidos (Zhang et al., 2021). Los antibi6ticos presentan
diversos mecanismos de resistencia para regular el transporte de farmacos en las membranas
bacterianas. Uno de ellos es la salida de antibioticos, en el que los antibioticos son expulsados
de la célula (Vaillancourt et al., 2021). Al tener en cuenta los factores de virulencia, se
encuentra que Aeromonas hydrophilais estd ampliamente distribuida en cuerpos de agua
dulce y salada, agua de riego, aguas residuales y piscinas (Almjalawi, & Allaith, 2021),
ademas, puede producir una variedad de factores de virulencia, causando desde enfermedades
leves hasta infecciones intestinales y extraintestinales (Suérez et al., 2012). Uno de estos
factores de virulencia son los productos extracelulares que incluyen toxinas que permiten la
invasion del huésped (Rasmussen-Ivey et al., 2016). La cepa ATCC7966 de A. hydrophila
tiene el operén RTX que tiene seis genes, en los que RtxC codifica un activador para RtxA
que a su vez codifica una exotoxina; por otro lado, RtxBDE codifica un transportador ABC

que induce el redondeo de la célula huésped para su posterior apoptosis (Suarez et al., 2012).

Finalmente, se obtuvieron ocho borradores MAG de alta calidad, de los cuales 4 se
clasificaron por genero y los otros 4 se clasificaron por especie, obteniendo borradores MAG
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de Aliarcobacter cryaerophilus y Acinetobacter johnsonii. Ambas bacterias patdgenas, en
las que se desconocen parte de sus caracteristicas a nivel gendmico y de resistencia a
antibidticos para A. cryaerophilus. Entender el genoma de estas especies permitiria ampliar
la informacion asociada a enfermedades tanto en humanos como en animales (Muller et al.,
2020). Por otro lado, se obtuvieron 13 borradores MAG de calidad media, de los cuales 5
fueron clasificados como especie. Las 5 MAG clasificadas corresponden a las mismas
especies clasificadas en las MAG de alta calidad.

5. CONCLUSIONES

Este estudio brinda informacidn relacionada con la calidad del agua de las muestras tomadas
en los cuatro afluentes del rio Bogota. Se sugiere implementar medidas mas estrictas a nivel
microbiol6gico para la reutilizacion del agua y asi restringir la cadena de transmisién de

microorganismos potencialmente patdégenos, tanto para humanos, animales y plantas.

Debido al pequefio nimero de puntos muestreados, se sugiere para futuros estudios realizar
replicas en los puntos y que el muestreo cubra un area mayor para no solo conocer en
profundidad la comunidad microbiana de este ambiente sino también poder extrapolar estos
datos y aumentar el conocimiento sobre los entornos, para asi comprender las multiples
dindmicas, no solo de la transmision de patogenos, la resistencia a los antibioticos y los

factores de virulencia, sino también su impacto en la salud publica.
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Informacién suplementaria

S1. Coordenadas de los siete puntos de toma de muestras de agua

COORDENADA RiO SECCION
4573778, -74.082644 Fucha 0
4.647899, -74.128641 Fucha 1
4.624797, -74.064634 Arzobispo 0
4.715820, -74.094953 Arzobispo 1
4.566967, -74.140681 Tunjuelo 0
4.595827, -74.152327 Tunjuelo 1
4.578217,-74.252136 Soacha 1
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S2. A. Disefio del montaje experimental para la colecta de agua B. Montaje de colecta de
agua
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Centrifugue 1500 g X Discharge supernatan Immediately transfer the pellet to a
Vairugus 18309 rge supernatant Leave the pellet Vartex x 3 mi L Eppendorf tube.

S3. Protocolo de recuperacion de biomasa para la extraccion de ADN a partir de muestras
de agua.

S4. Clasificacion de los MMRA segln su clase de farmaco y mecanismo de resistencia con
base en el software RGI.
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MMRA Clase de farmaco Mecanismo de resistencia
AdeF antibiético de fluoroquinolona; antibi6tico de tetraciclina Salida de antibiotico
APH(3")-ib antibiético aminoglucésido Inactivacion de antibidticos
APH(6)-ib antibiético aminoglucésido Inactivacion de antibiéticos
mdtB antibiético aminocumarina Salida de antibiotico
mdtC antibiético aminocumarina Salida de antibidtico
mexK antibiético macrdlido; antibiotico de tetraciclina; triclosan Salida de antibidtico
mexW antibiético macrélido; antibiotico de fluoroquinolona; Salida de antibidtico
antibiotico de tetraciclina; tinte de acridina; antibiético
fenicol; agentes desinfectantes y colorantes intercalantes
mphE antibiético macroélido Inactivacion de antibidticos
msbA antibidtico nitroimidazol Salida de antibiotico
msrE antibidtico macrdlido; antibi6tico de lincosamida; antibiético Proteccidn antibiotica
estreptogramina; antibidtico de tetraciclina; antibiotico de
oxazolidinona; antibiotico fenicol; antibi6tico pleuromutilina
MuxB macrolide antibiotic; monobactam; tetracycline antibiotic; Salida de antibidtico
aminocoumarin antibiotic
MuxC antibiético macrdélido; monobactamico; antibiético de Salida de antibidtico
tetraciclina; antibiético aminocumarina ¢
sull antibioético de sulfonamida Reemplazo de diana de
antibiético
tetO antibiotico de tetraciclina Proteccidn antibiotica
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