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Resumen: El uso indiscriminado de antibidticos ha provocado el aparecimiento de las bacterias multirresistentes. Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, son bacterias del grupo ESKAPE debido a que produce enzimas que destruyen a
los antimicrobianos e inactivan su efecto terapéutico, por lo que se denominan como carbapenemasas, blaKPC, blaNDM y blaOXA-
48, de los cuales son considerados como genes productores de carbapenemasas (PDC). La falta de estudios en el Ecuador y los sitios
en donde se ha evidenciado la presencia de estos genes pone en riesgo a la poblacién ecuatoriana. La hipétesis planteada es si la
diversidad filogenética de los genes PDC muestran una diferenciacion entre el Ecuador y los paises vecinos, y si existe un patrén
filogeografico de los genes PDC mostrando clados regionales en Latinoamérica y otras regiones del mundo. El método se realizo
mediante un muestreo in silico de secuencias disponibles en NCBI que contengan genes PDC de Klebsiella pneumoniae, de muestras
de Ecuador, paises vecinos de la region y secuencias de otras regiones geograficas. Se construyeron cuatro matrices de secuencias, y
se alinearon mediante el software MUSCLE con penalidades altas para lograr una homologia posicional.

Posteriormente se construyeron hipdtesis filogenéticas bajo los criterios de maxima parsimonia (MP) en PAUP v.4.0 y por maxima
verosimilitud, con apoyo estadistico de ramas por bootstrap con 500 pseudoréplicas, en MEGAX. El analisis filogenético de los
genes PDC mostr6 altos valores de bootstrap, pero con baja estructuracion filogeografica y frecuentes politomias. Las secuencias de
Ecuador se agruparon con secuencias de Turquia, Iran y Tunez, lo que evidencia transmision horizontal mediada por plasmidos y
evolucion convergente. El estudio enfatiza la necesidad de fortalecer las investigaciones de metagenomica y filogenia comparativa,
ademas de estrategias de control para limitar infecciones nosocomiales.

Palabras clave: bacterias multirresistentes; carbapenemasas; analisis filogenético; Klebsiella pneumoniae; divergencia; secuencias.

Abstract: A single paragraph of about 300 words maximum. For research articles, abstracts should give a pertinent overview of the
work. We strongly encourage authors to use the following style of structured abstracts, but without headings: (1) Background: Place
the question addressed in a broad context and highlight the purpose of the study; (2) Methods: briefly describe the main methods or
treatments applied; (3) Results: summarize the article’s main findings; (4) Conclusions: indicate the main conclusions or
interpretations. The abstract should be an objective representation of the article and it must not contain results that are not presented
and substantiated in the main text and should not exaggerate the main conclusions.

Keywords: multiresistant bacteria; carbapenemase; evolutionary analysis; Klebsiella pneumoniae; divergence; sequences.

1. Introduccion

El uso de antibidticos ha permitido combatir infecciones bacterianas, no obstante, su abuso ha causado la pérdida
de eficacia de dichos medicamentos debido a la seleccion de poblaciones resistentes. Las bacterias multirresistentes
constan entre las principales causas de hospitalizacion y, a largo plazo, ocasionaran 10 millones de muertes por afo
en 2050, una cifra mayor que las muertes causadas por cancer (OMS, 2021).

La resistencia bacteriana se clasifica en resistencia natural y adquirida; la resistencia natural es una cualidad
intrinseca de cada especie bacteriana mientras que, la resistencia adquirida se genera a partir de la exposicion del
microorganismo a un determinado antibidtico, que permite la activacion de mecanismos de defensa permitiendo la
subsistencia y dispersion de la resistencia microbiana (Fernandez y Garcia, 2022). Por otra parte, la transmision de
genes de resistencia se realiza por dos mecanismos: la transferencia horizontal ocurre cuando los organismos
adquieren material genético de otras especies por medio de la generacion de plasmidos, lo que promueve la rapida
expansion de genes de resistencia (Lopez, 2022). Mientras que, la transferencia vertical de genes se da cuando las

Filogenia de genes de resistencia 2025, Maldonado & Navarro www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis



Filogenia de genes de resistencia 2025, Maldonado & Navarro

bacterias transmiten sus genes a las generaciones descendientes a través de la reproduccion (Celis, Rubio, & Camacho,
2017).

Las Enterobacterias son el grupo mas destacado en generar mecanismos de multirresistencia, siendo una de las
principales problematicas en salud publica. Especies como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, entre otras, pertenecen al grupo de bacterias ESKAPE que representan una amenaza de salud publica (Guevara
et al., 2021). La bacteria Klebsiella pneumoniae es causante de gran parte de las infecciones a nivel de vias urinarias,
aparato respiratorio ¢ infeccion de heridas. (Pachay, 2018). Las bacterias producen distintos mecanismos de
resistencia, uno de ellos es la produccion de enzimas que destruyen los antimicrobianos e inactivan su efecto
terapéutico. Las enzimas mas relevantes son las betalactamasas, que degradan el anillo betalactamico de gran parte de
antibidticos, de los cuales se clasifican en penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos, entre otras
(Rada, Hernandez y Villegas, 2019). Los carbapenémicos son una de las Gltimas opciones en el tratamiento contra
infecciones bacterianas en casos de uso de multiples antibidticos sin efectividad (Queenan y Bush, 2017). Las
betalactamasas mas comunes son las penicilinasas, betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas
(Campos y Gonzalez, 2021). Las carbapenemasas se distinguen de acuerdo a la clasificacion Ambler: Grupo A en la
que destaca KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), grupo B siendo la mas relevante NDM (New Delhi
metallo-beta-lactamase), y por tltimo del grupo D la mas representativa es la OXA-48 (oxacilinasa) (Vera et al, 2017).
La deteccion de los genes de resistencia se realiza de dos formas: por diluciéon con EDTA, inmunocromatografia y
mediante la amplificacion y secuenciacion de porciones del genoma bacteriano, lo que contribuye al almacenamiento
y analisis genético de cada cepa estudiada (Alioto et al., 2023).

Los genes blaKPC, blaNDM y blaOXA-48 son considerados como productores de carbapenemasas (PDC)
asociados a Klebsiella pneumoniae en la mayoria de las infecciones (Gurung, 2020). Existen dos normativas mas
utilizadas en el mundo para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana y manejo de infecciones con distintos
microorganismos multirresistentes, en primer lugar, en muchos paises de Norteamérica, América Latina y paises
asiaticos se usan frecuentemente las normas establecidas por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(Pearson et al, 2019). Por otro lado, en paises europeos y otros paises se utiliza European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), no obstante, en paises donde existe una alta densidad poblacional como en India
no se suele seguir a cabalidad el uso de antibiodticos, por lo que en varios paises no se analizan los esquemas de
antibidticos establecidos por las metodologias establecidas (Cusack et al, 2022).

El origen de blaKPC se localiza en la mayor parte de Estados Unidos y tiene una amplia distribucion mundial.
El origen de blaOXA-48 se sitiia en Turquia en 2004 (Tacdo et al., 2018), y se disperso progresivamente en Medio
Oriente, Norte de Africa y Europa (Sommer et al., 2021). Por otro lado, en 2008, en un paciente de origen sueco se
desarroll6 una infeccion de vias urinarias posterior a su viaje en India, de una cepa resistente conocida como NDM-
1, y se ha evidenciado la presencia de estos genes en Norteamérica, Oriente Medio, paises asiaticos y paises nordicos
(Moellering, 2010). En Latinoamérica, Colombia es considerado como sitio endémico de Klebsiella pneumoniae con
carbapenemasas de tipo KPC, asimismo en Perti y Venezuela las carbapenemasas mas prevalentes son de NDM y
KPC (Logan y Weinstein, 2017). En Ecuador, se han encontrado casos con bacterias multirresistentes, lo que ha
impulsado al MSP a la implementacion del Plan de Accion Mundial contra la resistencia a los antibioticos (MSP,
2019). El enfoque evolutivo y filogenético en este tipo de genes de resistencia no se ha abordado en Ecuador, siendo
este trabajo un primer avance en este conocimiento.

Analisis filogenéticos o evolutivos de estos genes de resistencia ayudarian al entendimiento de la evolucion y
epidemiologia molecular y el comportamiento de bacterias multirresistentes en la poblacion ecuatoriana y su grado de
expansion a futuro. Adicionalmente, el abordaje terapéutico en los paises difiere dependiendo de la normativa a la que
se rigen, y por ende apliquen antibioticos diferentes y otros casos que sean tratamientos empiricos, lo cual puede
ocasionar una direccion evolutiva diferente dependiendo del esquema de aplicacion como un factor selectivo.

Por esta razon, este estudio se enfoca en la siguiente pregunta de investigacion: ;Cudl es la identidad, homologia
y diversidad filogenética en cepas productoras de carbapenemasas tipo KPC, NDM y OXA-48 en casos analizados
en el Ecuador con respecto a paises vecinos? La investigacion plantea como hipdtesis que la diversidad filogenética
de los genes PDC muestra una diferenciacion entre Ecuador y los paises vecinos, y posiblemente una estructura o
patron filogeogrdfico de los genes PDC que se muestra por clados regionales.

Por tanto, el objetivo general de este trabajo fue inferir los posibles patrones filogeograficos en los genes
blaKPC, blaNDM y blaOXA-48 en Klebsiella pneumoniae, productores de cabapenemasas, mediante el uso de
herramientas bioinformaticas, para determinar divergencias filogenéticas entre cepas reportadas en el Ecuador con
respecto a otros sitios geograficos.

2. Materiales y Métodos

Se realizd un muestreo in silico de secuencias disponibles en National Center for Biotechnology Information
(NCBI) de los genes PDC de Klebsiella pneumoniae, tomando como variable independiente los genes PDC, como
variable dependiente el porcentaje de divergencia entre secuencias seleccionadas y la variable de confusion sera el
tipo de muestra secuenciada (sangre, expectoraciones, liquidos corporales, muestras ambientales entre otros)
intentando lograr una amplia representacion geografica, incluyendo secuencias del Ecuador, paises del continente
Americano y otras zonas geograficas.

Seleccion de genes de interés
Como primer paso, se seleccionaron los genes PDC debido a la importancia clinica que presentan en Ecuador y

paises cercanos. La importancia de conocer este tipo de genes radica en la mayoria de infecciones con bacterias con
este tipo de genes incrementa una mayor tasa de brotes hospitalarios y son uno de los principales agentes causales de
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infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) (Espinosa et al., 2022). Por consiguiente, se eligieron secuencias
especificas de gran importancia clinica, en el caso de blaKPC se eligi6 la secuencia denominada
NZ JARWUEO010000241.1 procedente de una muestra de hemocultivo perteneciente a la ciudad de Guayaquil,
Ecuador (Mejia et al, 2024). Asimismo, la secuencia asignada como: KY609322.1, proveniente de una muestra de
liquido ascitico perteneciente a Quito, Ecuador, para el gen blaOXA-48 (Reyes et al., 2020). Para el caso del gen
blaNDM, la secuencia de interés para este estudio fue: MF038875.1, proveniente de un hemocultivo secuenciado en
Quito, Ecuador (Romero et al., 2017).

Muestreo, construccion de datos y matrices de secuencias

Se usaron datos abiertos de secuencias de genes parciales o completos de plasmidos recopilados en NCBI, se
seleccionaron secuencias entre 300 a 900 pb de Klebsiella pneumoniae tanto de blaKPC, blaOXA-48 y blaNDM-1.
Geograficamente se incluyeron secuencias de Brasil, México, Estados Unidos, entre otros paises del continente,
igualmente secuencias de Europa, Medio Oriente y Asia. Se tom6 especial énfasis en la seleccion de secuencias de
paises cercanos a Estados Unidos para el gen blaKPC (Canada y México), a India para el caso de blaNDM (Pakistan,
Bangladesh, China, entre otros), y paises cercanos a Turquia para el gen blaOXA-48 (Iran, Irak, Egipto, Grecia, entre
otros) de acuerdo con el origen geografico de cada gen. Para el analisis conjunto de los tres genes, se utilizaron
secuencias de diferentes microorganismos como secuencias hermanas: Raoultella ornithinolytica, Escherichia coli y
Acinetobacter baumannii complex y se empled como grupo externo una secuencia de K. pneumoniae con el gen de
resistencia tipo VIM para el arbol de consenso, y secuencias de Enterobacter cloacae para los arboles independientes.

Alineamiento de secuencias

Se construyd una matriz base con todas las secuencias en MEGA version 11 incluido secuencias hermanas y
grupo externo, ademads se realizaron 3 matrices independientes de acuerdo a los genes blaKPC, blaNDM y blaOXA-
48 con sus respectivas secuencias hermanas y se alinearon las secuencias de genes PDC mediante los algoritmos
ClustalW y Muscle (MacVector 18.7.6 (60) Serial #90001008 to JCN).

), con altas penalizaciones de creacion y extension de gaps de 30,0 y 15,0, para una bisqueda de la mayor
homologia posicional (Tamura, Stecher, y Kumar, 2021). Ademas, en secuencias inconsistentes, se transformoé la
secuencia en reverse y complement, permitiendo una correccion en el alineamiento de las mismas.

Se recuperaron un total de 60 secuencias de genes de blaKPC, blaNDM y blaOXA-48 pertenecientes a Klebsiella
pneumoniae, tres secuencias hermanas en el arbol de consenso, cuatro secuencias hermanas por cada gen y una
secuencia como grupo externo en cada arbol respectivamente.

Analisis Filogenéticos

Para la construccion de los cuatro arboles filogenéticos, se realizaron bajo el criterio de maxima parsimonia con
un total de 1000 réplicas de adicion al azar, con barridos de ramas tipo TBR (Tree Bisection and Reconnection) para
la bisqueda de islas de arboles optimos utilizando los programas MEGA11 y PAUP 4.0 a build169 (Swofford, 2002).
Un aspecto a considerar, son las secuencias que no se alinearon a ningun clado, estas fueron las secuencias
OM933714.1 y PP391277.1, en la que ambas, posterior al realizar la secuencia reverse y complement, encajo
unicamente la secuencia de Turquia, por lo que, se excluy6 la secuencia de Estados Unidos.

Se calcularon los indices de retencion y consistencia para la verificacion de % de caracteres homologos. Los
valores de apoyo de ramas y robustez estadistica se realizaron con 500 pseudoréplicas de Bootstrap por cada 100
réplicas de adicion al azar. Los valores de bootstrap muestran porcentajes mostrados sobre los clados generados. Se
gener6 un arbol de maxima verosimilitud (MV) con la matriz base calculando el modelo de sustitucion nucleotidica
con ModelTest (MEGA) y se compar6 con la hipétesis por parsimonia, los cuales resultaron de igual topologia.

3. Resultados

El modelo de sustitucion nucleotidica resultante por ModelTest fue el de K2P Kimura dos parametros y las topologias
de los arboles resultantes con los algoritmos de optimizacion por parsimonia y por maxima verosimilitud (con arbol guia de
parsimonia y K2P) fueron similares en la estructuracion de clados y en la interpretacion filogenética, por tanto, se muestran
los arboles de parsimonia maxima.

3.1. Analisis del arbol de consenso de genes PDC
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100

KU341526.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 complete Iran urine

MW474800.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM partial Iran urine

MW474778.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM partial Iran urine

KP772172 Klebsiella pneumoniae NDM-1, China (2)

K1L1220811 1 Acinatohactar haumannii blaNDM-3 complete India pus SH

LC570761.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Iraq Burn swab

MF417627.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM1 partial Iraq urine

KC534856.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Russia Blood

JF826285.1 Klebsiella pneumoniae strain blaNDM-1 partial Afganistan unnkown sample

JFB26285.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Afganistan unnkown sample

A KF282709.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Slovakia Respiratoy tract sample
KF284132.1 Kiebsiella pneumoniae blaNDM1 partial India pus

KT380917 Klebsiella pneumoniae NDM-1, Malasya

KJ013531.1 Klebsiella pneumoniae strain blaNDM-1 partial China unnkown sample

HQ540392.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Bangladesh unnkown sample

ON493161.1 Kiebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Bahrain unnkown sample

ONS506918.1 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1 partial Bahrain unnkown sample

KX828722.1 Klebsiella pneumoniae blaKPC-27 complete Spain unnkown sample

MW440447 1 _Eecherichia coli.strain blaKPC partial Paris unnkown sample SH

OR667754.1 Klebsiella pneumoniae blaKPC partial Iran unnkown sample

MT415074.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial Brazil blood

OP784906.1 Klebsiella pneumoniae blaKPC partial Brazil Survellance swab

OP784909.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial Brazil Survellance swab

PQ268543.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial China blood

OP784917.1 Kiebsiella pneumoniae blakPC partial Brazil survellance swab

OK017431.1 Klebsiella pneumoniae blakKPC partial Portugal Human clinical sample

PQ268596.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial China blood

OK626330.1 Klebsiella pneumoniae blakPC complete China unnkown sample

PP024931.1 Kiebsiella pneumoniae blakPC partial Croatia effluent

PP024924.1 Kiebsiella pneumoniae blakPC partial Croatia Effluent
MZ092839.1 Klebsiella pneumoniae blaKPC gene partial Egypt urine

B MN201588.1 Klebsiella pneumoniae blaKPC partial Thailand urine

PQ268576.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial China blood

KF444271.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial USA river

100 | or800341.1 Kiebsiella pneumoniae blakPC partial Nigeria sewage

OR903128.1 Kiebsiella pneumoniae blaKPC partial Croatia effluent

PV522047.1 Kiebsiella pneumoniae blakPC partial Brazil urine

~ MWO073107.1 Klebsiella pneumoniae blakPC partial India cmeat

NG 049540.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-245 complete Spain unnkown sample

KX349732.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-519 complete France unnkown sample

KJ481799.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-244 partial Russia Urine

0Q813782.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-1200 complete Germany clinical isolate

NG 203404.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-1200 complete USA clinical isolate

OR282804.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-1212 complete Turkey wound swab

MHSE07508 1 Raoultalla orithinolytica blaOXA-48 partial Ecuador wound SH

KVRNAG222 1 Klaheialla nna jap a-48 partial Ecuador ast j

X906674.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-48 partial Russia endotracheal aspirate

59619.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-48 partial Bulgaria Urine

246861.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-48 partial Iran Rectal swab

197910.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-48 partial Sudan sputum

LC413789.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-48 partial Egypt sputum

MNE652097.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-181 complete India sputum

MN652103.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-181 complete India sputum

C2 PQ394558.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-1305 partial Russia endotracheal aspirate
NG 243599.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA complete Mexico Respiratory: Lungs

652129.1 Klebsiella pneumoniae strain blaOXA-232 complete India urine
652119.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-232 complete India pus
1105.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-484 complete United Kingdom urine
OM933714.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA-1095 complete USA unnkown sample
PP391277.1 Klebsiella pneumoniae blaOXA partial Turkey Clinical unname
MF197909.1 Kiebsiella pneumoniae VIM partial Sudan urine outgroup Outgroup

= 001 subsstons/ite

NDM-1

KPC

OXA-48

Fig 1. Arbol filogeografico obtenido a partir de 60 secuencias de los genes blaNDM.1, blaKPC y blaOXA-48 por
medio del analisis de Maxima Parsimonia (MP) para la identificacion de divergencias entre genes de resistencia y
grupo externo. Los valores de apoyo de acuerdo a cada clado fueron generados con un analisis estadistico de bootstrap
con 500 pseudoréplicas. La secuencia del grupo externo se encuentra enraizada en la base del arbol filogenético. Las
secuencias de estudio provenientes de Ecuador se encuentran enmarcadas con rojo. Las secuencias hermanas se
encuentran enmarcadas con naranja. El arbol filogeografico fue generado utilizando el software PAUP v. 4.0.

Enla figura 1, se enraizo en la parte inferior del arbol el grupo externo de Klebsiella pneumoniae con gen de resistencia
VIM (Metalobetalactamasa de Verona). Los genes de resistencia de K. pneumoniae forman grupos monofiléticos con
respecto al grupo externo y se agrupan en 3 clados de acuerdo con su grupo de Ambler y Bush. El clado A gener? la
agrupacion de las secuencias del gen NDM-1 (incluyendo A. baumanni) provenientes de Ecuador, Iran, China, Irak,
Rusia, Afganistan, Eslovaquia, Malasia, Bangladesh y Bahrain, en donde la secuencia de Ecuador MF038875.1 tiene
una cercania con las secuencias de Iran y China. El clado B pertenece al gen de resistencia KPC, en el cual se
encuentran agrupadas secuencias de Espafia, Francia, Iran, Brasil, China, Portugal, Croacia, Egipto, Tailandia,
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Estados Unidos, Nigeria e India, adicionalmente, la secuencia del Ecuador se encuentra entre el clado B y C con mayor
cercania al clado B, y es proxima a la secuencia de Brasil e India por lo que se infiere que ambos comparten
caracteristicas similares. En los subclados C1 y C2, se encuentra el gen de la familia de OXA-48 de los cuales el
subclado C1 agrupa las secuencias de Espafia, Francia, Rusia, Alemania, Estados Unidos, Turquia, Ecuador, Bulgaria,
Sudan, Egipto y la secuencia de Ecuador se encuentra adyacente a la secuencia de Turquia, por lo que, su similitud
concuerda con la secuencia reportada por primera vez en el pais de Oriente Medio. Por otro lado, en el subclado C2,
se concentraron las secuencias provenientes de India, Rusia, México, Reino Unido, Estados Unidos y Turquia. Cabe
mencionar que, en el origen de las muestras desconocidas (unnkown sample) no pudieron ser identificadas, en este
contexto, las secuencias OM933714.1 y PP391277.1 se encuentran externas o basales al subclado C2.

3.2 Andalisis del arbol blaKPC

KX828722.1 K p blaKPC-27 Spain unnkown

ﬂ{: NZ JARWUE010000324.1 K p blakPC Ecuador Blood
SN3 NTMDO01000107.1 E coli blakPC Tunisia Unnkown A1

90

= '——————— MW073107.1 K p blaKPC India meat

OK626330.1 K p blakPC China unnkown

OR800941.1 K p blaKPC Nigeria sewage

MN201588.1 K p blakPC Thailand urine

PV522047.1 K p blaKPC Brazil urine

PP024931.1 K p blaKPC Croatia effluent

PQ268596.1 K p blakPC China blood

PQ268576.1 K p blakPC China blood

OR667754.1 K p blaKPC Iran unnkown

OR903128.1 K p blaKPC Croatia effluent

OP784917.1 K p blaKPC Brazil survellance

MZ092839.1 K p blakKPC Egypt urine

MT415074.1 K p blaKPC Brazil blood

OK017431.1 K p blaKPC Portugal Clinical

PP024924.1 K p blakPC Croatia Effluent

PQ268543.1 K p blakPC China blood

OP784909.1 K p blaKPC Brazil Survellance

OP784906.1 K p blakPC Brazil Survellance

KF444271.1 K p blaKPC USA river

MW440444.1 E coli blakPCFrance unnkown

MW440447.1 E coli blakPCFrance unnkown

MW440450.1 E cloacae blaKPC France unnkown Outg roup

Fig 2. Arbol de MP de gen KPC Arbol filogeografico obtenido a partir de 20 secuencias de los genes blaKPC por
medio del analisis de Maxima Parsimonia (MP) para la identificacion de divergencias de entre genes de resistencia y
grupo externo. Los valores de apoyo de acuerdo con cada clado fueron generados con un analisis estadistico de
bootstrap con 500 pseudoréplicas. La secuencia del grupo externo MW440450.1 enraiza la base del arbol filogenético,
mostrando la monofilia del grupo interno. La secuencia de estudio NZ JARWUE10000324.1 proveniente de Ecuador
se encuentra marcada con rojo. Las secuencias hermanas se encuentran marcadas con naranja. El arbol filogenético
fue generado utilizando el software PAUP 4.0a.

En la figura 2, el arbol blaKPC muestra la monofilia del grupo interno con respecto a Enterobacter cloacae
MW440450.1 con la que se enraiza en la base del arbol. La mayor parte de las secuencias se ubican en una politomia.
En el subclado A1 se encuentran secuencias de Ecuador, Tunez, India y China, lo que muestra una leve diferenciacion
con un apoyo de bootstrap de 90%. En el clado Al.1
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secuencia de Ecuador y Tunez muestran un apoyo de 100% como secuencias relacionadas, en el cual la secuencia de Tinez
NTMDO01000107.1 esta rotulada en NCBI como una secuencia de E. coli. El resultado parece sugerir un error de identificacion
o una relacion idéntica entre el gen de ambas especies, lo cual seria necesario verificar con analisis posteriores.

3.3. Analisis del arbol blaNDM

MF038875.1 K p blaNDM1 Ecuador blood
KF284132.1 K p blaNDM1 India Pus

MW474800.1 K p blaNDM Iran urine

KT380917.1 K p blaNDM-1 Malaysia unnkown

100
90 —— KP772172.1 K p blaNDM-1 China stool

100 - B1.1
L—— HQ652609.1 A baumannii blaNDM-1 China sputum

MF417627.1 K p blaNDM1 Iraq urine

MW474778.1 K p blaNDM Iran urine

HQ540392.1 K p blaNDM-1 Bangladesh unnkown

KJ013531.1 K p blaNDM-1 China unnkown

53 —— ON493161.1 K p blaNDM-1 Bahrain unnkown

L—— ON506918.1 K p blaNDM-1 Bahrain unnkown

LC570761.1 K p blaNDM-1 Iraq Burn swab

KF282709.1 K p blaNDM-1 Slovakia Respiratory

KC534856.1 K p blaNDM-1 Russia Blood

JF826285.1 K p blaNDM-1 Afganistan unnkown

KU341526.1 K p blaNDM-1 Iran urine

HQ593669.1 A baumannii blaNDM-1 Bangladesh Clinical

MK363705.1 A baumannii blaNDM Sudan blood

0Q096386.1 A baumannii blaNDM Philipines sputum

KU220611.1 A baumannii blaNDM-3 India pus

OR028779.1 E cloacae blaNDM India unnkown Outgroup

Fig. 3. Hipotesis filogenética de blaNDM obtenido a partir de 20 secuencias del gen blaNDM mediante analisis por
Maxima Parsimonia (MP) para la identificacion de divergencias de entre genes de resistencia y grupo externo. Los
valores de apoyo de acuerdo a cada clado fueron generados con un analisis estadistico de bootstrap con 500
pseudoréplicas. La secuencia del grupo externo OR028779.1 enraiza la base del arbol filogenético. La secuencia
MF038875.1 de Ecuador se encuentra marcada con rojo. Las secuencias hermanas se encuentran enmarcadas con
naranja. El arbol filogenético fue generado utilizando el software PAUP 4,0a.

En la figura 3, blaNDM-1 muestra monofilia del grupo interno con respecto a Escherichia coli OR028779.1. El grupo
interno no muestra diferenciacion entre el grupo de estudio Klebsiella pneumonie y A baumannii, lo que sugiere una
evolucion convergente de este gen en ambas especies. En el subclado B1 se concentran las secuencias de Malasia,
China e Irak, de forma externa la secuencia de Irak MF.417627.1 con un apoyo del 100%. En el clado BI1.1, se
posicionan las secuencias de KP772172.1 y HQ652609.1, siendo obtenidas en China con 90% de apoyo, sugiriendo
una hipdtesis de posible una transmision horizontal entre

K. pneumoniae y E. coli, ambas de diferente origen de muestra. En el clado B2 muestra un apoyo de 53% entre
ON493161.1 y ON506918.1, con secuencias procedentes del mismo pais.
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3.4 Analisis de arbol blaOXA-48

—— NG 049540.1 K p blaOXA-245 Spain unnkown

—— 0Q813782.1 K p blaOXA-1200 Germany clinical
KX349732.1 K p blaOXA-519 France unnkown

—— NG 203404.1 K p blaOXA-1200 USA clinical

—— KJ481799.1 K p blaOXA-244 Russia Urine

—— LC413789.1 K p blaOXA-48 Egypt sputum

10(')'_ MF197910.1 K p blaOXA-48 Sudan sputum

|

70— PP391277.1 K p blaOXA Turkey Clin

KX246861.1 K p blaOXA-48 Iran Rectal swab

Cl.1

|- KY609322.1 K p Oxa-48 Ecuador ascitic liquid

— MH507508.1 R ornithinolytica blaOXA-48 Ecuador wound

100 KJ959619.1 K p blaOXA-48 Bulgaria Urine

tod b KX906674.1 K blaDXA-48 Russia endotr

—— OR282804.1 K p blaOXA-1212 Turkey wound swab
—— MN652097.1 K p blaOXA-181 India sputum
51 KR401105.1 K p blaOXA-484 UK urine

100_31 “|— MN652103.1 K p blaOXA-181 India sputum C2.1

— PQ394558.1 K p blaOXA-1305 Russia endotr C2
e

! _ €211
L~ NG 243599.1 K p blaDOXA Mexico Resp Lungs

5 - MN652129.1 K p blaOXA-232 India urine
35

‘\ C2.2

— MN652119.1 K p blaOXA-232 India pus

NZ RJTP0O1000018.1 R ornithinolytica blaDXA-232 Russia

100 — Nz RUTS01000199.1 R omithinolytica blaOXA-232 Russia

100 = I

70 | L Nz RZzv001000121.1 R omnithinolytica blaOXA-48 France
NZ RZVO01000075.1 R ornithinolytica 122E7 75 blaOXA-48 France

MK159348.1 E cloacae blaOXA Iraq Outgroup

Fig 4. Arbol filogeografico del gen blaOXA-48 obtenido a partir de 20 secuencias de la familia de blaOXA-48 like
(48, 181,232,244, 245, 484, 519, 1200, 1212, 1305) y 7 grupos de referencia (seis secuencias hermanas blaOXA-48,
blaOXA-232 y una secuencia como grupo externo MK 159348.1) por medio del analisis de Maxima Parsimonia (MP).
Los valores de apoyo estadistico fueron obtenidos con bootstrap con 500 pseudoréplicas. E cloacae representa el grupo
externo que enraiza la base del arbol filogenético. El arbol filogeografico fue generado utilizando el software PAUP
4.0.

En la figura 4, el arbol de maxima parsimonia muestra monofilia del grupo interno Enterobacter cloacae MF159348
con un 100% de apoyo. Sin embargo, como en los dos genes anteriores, la hipotesis sugiere una relacion evolutiva
muy cercana entre el gen blaOXA-48 de K pneumoniae y de otra especie, Ratoultella ornithinolytica.

Se muestra un clado basal de Ratoultella ornitholytica bien apoyado con 70% de bootstrap que muestra diferenciacion
con blaOXA-48 de K pneumoniae, No obstante, en el clado C.1.1 se muestra una relacion directa entre secuencias de
K pneumoniae y Ratoultella ornithinolytica de Ecuador de diferente fuente de muestra, de forma similar a lo mostrado
en el gen blaNDM sugiriendo también una hipdtesis de posible una transmision horizontal.

En el clado C1.1 también se encuentran secuencias de Iran, Turquia, junto a Ecuador, en conjunto con la secuencia de
grupo de referencia MH507508.1 proveniente de R ornithinolytica.
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Con respecto al clado C2 se ha agrupado en el subclado C2.1 el cual contiene politomias de las secuencias de India,
Reino Unido y existe una dicotomia en el clado C2.1.1 conformado por secuencias de México y Rusia, ya sea por su
origen del tracto respiratorio (muestra de aislado pulmonar y aspirado endotraqueal). Por otro lado, el clado C2.2
presenta un subclado con un 55% de bootstrap entre secuencias extraidas de India, siendo de diferentes tipos de
muestras, al igual que el subclado B2 se infiere que ambos pertenecen a un mismo estudio y a un mismo sector
geografico.

4. Discusion y conclusiones

El estudio epidemiologico de los 3 genes analizados a partir de analisis filogeograficos, presenta altos valores de apoyo
pero con una baja estructuracion filogenética y frecuentes politomias. Esta observacion coincide con lo reportado por
Becker y cols., que han demostrado una alta conservacion de estos genes y su diseminacion a través de plasmidos. En
este contexto, las secuencias de Ecuador sugieren una relacion cercana con variantes de Turquia, Iran y TOnez que
puede reflejar la alta transmision de bacterias multirresistentes y la importancia del estudio de interconexion
epidemioldgica causante de la diseminacion acelerada de carbapenemasas entre distintas regiones.

Con respecto a la figura 1, se generaron 3 clados marcados con 100% de bootstrap, no obstante, en el interior de cada
gen no existe una agrupacion filogenética ajustada a las proximidades de cada pais seleccionado, y este patron sugiere
que la persistencia de estos genes esta vinculada a su fuerte conservacion funcional y una transmision horizontal
conferida por los plasmidos de amplio rango, en lugar de responder a una distribucion filogenética definida (Fernandez
& Garcia, 2022). Por su parte, el gen blaOXA-48 presentd dos clados diferenciados (C1 y C2), lo cual puede atribuirse
a la amplia diversidad de la familia OXA-48-like, que incluye multiples variantes (OXA-181, OXA-232, OXA-244,
entre otras), lo que favorece su agrupamiento en subclados distintos dentro del mismo arbol (Tac@o et al., 2018; Zhou
et al., 2023). Especificamente, la secuencia de Ecuador se incluye en el mismo clado de una secuencia proveniente de
Turquia, y presenta una alta asociacion con la secuencia hermana de R. ornithinolytica, de igual forma reportada en
el Ecuador. Otro aspecto a destacar, es la secuencia NZ JARWUE10000324.1 de blaKPC se encuentra por fuera del
clado, con base en ello, la secuencia presenta gaps o ausencias lo que impide al modelo considerar como una
composicion homogénea y genera este error sistematico en el calculo (Kapli, Flouri & Telford, 2021).

En la matriz independiente del gen blaKPC, el analisis filogenético del gen blaKPC obtenido en este estudio evidencia
que el subclado (A1.1) conformado por las secuencias de Ecuador y Tunez con un soporte de bootstrap del 100%,
siendo de diferentes especies bacterianas, presentan una transmision horizontal de genes, lo sugiere la circulacion por
medio de plasmidos y la capacidad de conferir estos genes de resistencia a bacterias con una mayor recurrencia de
infecciones como lo es la E. coli (Logan & Weinstein, 2017). Este hallazgo concuerda con reportes previos que sefialan
que los plasmidos portadores de elementos mdviles como Tn4401, son los principales vehiculos para la transferencia
de blaKPC en diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae, facilitando su diseminacion ademas de K
pneumoniae (Cuzon et al., 2010; Yigit et al., 2001).

Con respecto a la matriz independiente del gen blaNDM-1, en el clado B1.1 con 90% de apoyo refiere una transmision
horizontal entre plasmidos de distintas especies, cabe mencionar que ambas secuencias provienen de China y su
muestra de origen es distinta (Heces y esputo), por lo que la tasa de diferenciacion es un factor clave en la localizacion
de bacterias productoras de carbapenemasas y en estudios de microbioma, menciona que la tasa de mutacion es mas
lenta en la microbiota intestinal (heces) a comparacion de la tasa de mutacion mas rapida en el microbioma del tracto
respiratorio (esputo) (Zhou et al, 2024).

El analisis del gen blaOXA-48 evidenci6 una cercania filogenética de las secuencias de Ecuador con aislamientos de
Turquia, lo que concuerda con el origen descrito para este gen (Tacdo et al., 2018). Investigaciones recientes han
mostrado que las variantes OXA-48-like mantienen una gran diversidad, con mas de 10 subtipos descritos y asociados
a plasmidos IncL/M y ColKP3 (Boyd et al., 2022). El hallazgo de una relacion directa entre OXA-48 de K.
pneumoniae'y de Raoultella ornithinolytica en Ecuador respalda la hipdtesis de transferencia horizontal entre especies
bacterianas. No obstante, la presencia de secuencias de ambas especies en el clado C1.1 sugiere que la adaptacion de
los plasmidos portadores de blaOXA-48 puede circular entre distintas especies bacterianas, en especial las bacterias
del grupo ESKAPE (Bezabih et al., 2022). El hallazgo de R. ornithinolytica como portadora de blaOXA-48 en
diferentes regiones geograficas refuerza la hipdtesis de que actiia como reservorio y vehiculo para la expansion de
este gen hacia otros miembros de los Enterobacterales (Koskinen et al., 2016). Este hallazgo coincide con estudios
que han identificado plasmidos tipo IncL/ColKP3 como los principales responsables de la diseminacion global de
blaOXA-48 y sus variantes.

En el subclado C2.1 la presencia de politomias en las secuencias de India, Reino Unido, México y Rusia indica que
las secuencias son altamente conservadas y se necesitan mas estudios a futuro para observar este comportamiento en
otras bacterias portadoras de estos genes de resistencia. De acuerdo con el subclado 2.1.1.1, en donde las secuencias
de México y Rusia indican que las variantes de blaOXA-48 son altamente conservadas y que su diversificacion se ha
dado en paralelo en sectores geograficos completamente distintos, fenomeno caracteristico de evolucion convergente.
Con respecto al clado C2.2 en donde se encuentran las secuencias, MN652129.1 y MN652119.1 provenientes de
India incluso de la misma casa de salud, lo que explica su cercania en el arbol filogenético (Singh et al., 2023). Este
resultado indica que la transmision del mismo germen se deba a una infeccion adquirida en el hospital, lo que refleja
la importancia de la higiene y la esterilizacion del material usado en diferentes areas criticas, tal como han sefialado
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estudios internacionales, K. pneumoniae con genes de resistencia de la familia blaOXA-48 se asocia frecuentemente
a neumonias asociadas a ventilador y bacteriemias en hospitales, representando un riesgo considerable para la salud
publica (Poirel et al., 2012).

Al ser comparada la hipotesis por parsimonia, la topologia del arbol consenso muestra la estratificacion de tres clados
con un alto apoyo estadistico, respaldando la hipotesis inicial. Sin embargo, la ausencia de clados definidos por
distancias filogeograficas indica la expansion de datos hacia otros factores que expliquen la agrupacion de secuencias.
Los resultados reflejan que la conformacion de los clados es producto de la transmision horizontal, la presion selectiva
intrahospitalaria y la evolucion convergente de genes de resistencia. Es por ello que, investigaciones posteriores
deberian incluir el estudio de los tipos de plasmidos presentes en las muestras secuenciadas mediante estudios de
metagendmica que permitan esclarecer la transferencia horizontal a partir del estudio de arboles filogenéticos. Estos
enfoques brindaran una mayor solidez a la hipdtesis de que la diseminacion de blaKPC, blaNDM y blaOXA-48-
responde a patrones de convergencia adaptativa mas que a la cercania geografica de las muestras.

La topologia del arbol consenso resultante muestra una hipotesis filogenética estructurada en tres clados
correspondientes con los tres genes estudiados con altos valores de Bootstrap corroborando la hipoétesis inicial. Sin
embargo, la estructuracion de las secuencias no muestra un patron filogeografico, sugiriendo una evolucion concertada
y de muy baja diferenciacion que no se corresponde con las distancias geograficas sino con procesos de transmision
horizontal mediada por plasmidos y a fenomenos de evolucion convergente.

La cercania de las secuencias ecuatorianas con aislamientos de Turquia, Iran y Tinez refuerza la hipotesis de que estos
genes circulan ampliamente a nivel internacional, impulsados por presiones selectivas hospitalarias y no por barreras
geograficas. Las matrices independientes de cada gen se ajustan en politomia y el bajo apoyo por la alta conservacion
génica.

Desde el punto de vista epidemiolégico, se recomienda expandir la vigilancia y monitoreo a través de la secuenciacion
de muestras clinicas de centros médicos con alto flujo de trabajo, incrementar el nimero de genes analizados y reforzar
la integracion de datos gendmicos para la deteccion temprana.

Desde un enfoque de aplicacion, los hallazgos de este estudio indican que la diseminacion de genes blaKPC, blaNDM
y blaOXA-48 no estd determinada por la cercania geografica, sino por la transmision horizontal mediada por
plasmidos y la evolucion convergente, lo que tiene un impacto directo en la salud publica.

La integracion de estudios de metagenomica y filogenética comparativa permitira identificar los plasmidos circulantes
en distintos sitios hospitalarios, aportando evidencia clave para el disefio de estrategias de vigilancia y control de
infecciones nosocomiales, y reducir la propagacion global de carbapenemasas.
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Anexo 1: Lista de secuencias empleadas en los analisis filogenéticos (4 arboles)

Nro. CODIGO ESPECIE GEN TAMANO (PB) ORIGEN DE MUESTRA PAIS
1 MF038875.1 K.pneumoniae blaNDM-1 847 Sangre Ecuador
2 KX828722.1 K.pneumoniae blaKPC-27 882 MD Espana
3 NG049540.1 K.pneumoniae blaOXA-245 798 MD Espaiia
4 0Q813782.1 K.pneumoniae blaOXA-1200 786 Aislado clinico Alemania
5 KX349732.1 K.pneumoniae blaOXA-519 798 MD Francia
6 MN652097.1 K.pneumoniae blaOXA-181 798 Esputo India
7 KR401105.1 K.pneumoniae blaOXA-481 798 Orina Reino Unido
8 NG203404.1 K.pneumoniae blaOXA-1200 786 Aislado clinico USA
9 OM933714.1 K.pneumoniae blaOXA-1095 825 MD USA
10 MN652103.1 K.pneumoniae blaOXA-181 798 Esputo India
11 KJ481799.1 K.pneumoniae blaOXA-244 729 Orina Rusia
12 LC413789.1 K.pneumoniae blaOXA-48 317 Esputo Egipto
13 MF197910.1 K.pneumoniae blaOXA-48 317 Esputo Sudan
14 MN652129.1 K.pneumoniae blaOXA-232 798 Orina India
15 KX246861.1 K.pneumoniae blaOXA-48 410 Hisopado rectal Iran
16 KJ959619.1 K.pneumoniae blaOXA-48 700 Orina Bulgaria
17 KX906674.1 K.pneumoniae blaOXA-48 727 Aspirado endotraqueal Rusia
18 PQ394558.1 K.pneumoniae blaOXA-1305 798 Aspirado endotraqueal Rusia
19 NG243599.1 K.pneumoniae blaOXA-48 798 Tejido pulmonar Meéxico
20 PP391277.1 K.pneumoniae blaOXA-48 447 MD Turquia
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21 OR282804.1 K.pneumoniae blaOXA-1212 798 Hisopado de herida Turquia
22 KF284132.1 K.pneumoniae blaNDM-1 410 Secrecion purulenta India
23 MW474800.1 K.pneumoniae blaNDM-1 807 Orina India
24 KY609322.1 K.pneumoniae blaOXA-48 410 Liquido ascitico Ecuador
25 KT380917.1 K.pneumoniae blaNDM-1 528 MD Malasia
26 MW474778.1 K.pneumoniae blaNDM-1 810 Orina Iran
27 HQ540392.1 K.pneumoniae blaNDM-1 810 MD Bangladesh
28 MF417627.1 K.pneumoniae blaNDM-1 420 Orina Iran
29 KJO013531.1 K.pneumoniae blaNDM-1 607 MD China
30 ON493161.1 K.pneumoniae blaNDM-1 590 MD Bahrain
31 LC570761.1 K.pneumoniae blaNDM-1 894 Herida por quemadura Iraq
32 KF282709.1 K.pneumoniae blaNDM-1 709 Muestra tracto respiratorio Eslovaquia
33 KC534856.1 K.pneumoniae blaNDM-1 651 Sangre Rusia
34 NZ JAB-90.1 K.pneumoniae blaNDM-1 703 MD Polonia
35 JF826285.1 K.pneumoniae blaNDM-1 724 MD Afganistan
36 KU341526.1 K.pneumoniae blaNDM-1 813 Orina Iran
37 KP772172.1 K.pneumoniae blaNDM-1 813 Coprocultivo China
38 ON506918.1 K.pneumoniae blaNDM-1 489 MD Bahrain
39 NZ JA-324.1 K.pneumoniae blaKPC 311 Sangre Ecuador
40 OR800941.1 K.pneumoniae blaKPC 475 Aguas residuales Nigeria
41 MN201588.1 K.pneumoniae blaKPC 676 Orina Tailandia
42 PV522047.1 K.pneumoniae blaKPC 511 Orina Brasil
43 PP024931.1 K.pneumoniae blaKPC 608 Efluente Croacia
44 PQ268596.1 K.pneumoniae blaKPC 821 Sangre China
45 PQ268576.1 K.pneumoniae blaKPC 821 Sangre China
46 OR667754.1 K.pneumoniae blaKPC 798 MD Iraq
47 OR903128.1 K.pneumoniae blaKPC 664 Efluente Croacia
48 OP784917.1 K.pneumoniae blaKPC 741 Hisopado de control Brasil
49 MZ092839.1 K.pneumoniae blaKPC 735 Orina Egipto
50 MW073107.1 K.pneumoniae blaKPC 479 Muestra alimentaria India
51 MN652119.1 K.pneumoniae blaKPC 798 Hisopado de herida India
52 MT415074.1 K.pneumoniae blaKPC 882 Sangre Brasil
53 PP024924.1 K.pneumoniae blaKPC 607 Efluente Croacia
54 OKO017431.1 K.pneumoniae blaKPC 875 MD Portugal
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55 PQ268543.1 K.pneumoniae blaKPC 899 Sangre China
56 OP784909.1 K.pneumoniae blaKPC 831 Hisopado de control Brasil
57 KF444271.1 K.pneumoniae blaKPC 738 Hisopado de control Brasil
58 KF444271.1 K.pneumoniae blaKPC 539 Muestra ambiental USA
59 0K626330.1 K.pneumoniae blaKPC 833 MD China
60 MK040566.1 K.pneumoniae blaKPC 417 MD Egipto
61 MW440447.1 E. coli blaKPC 882 MD Francia
62 MHS507508.1 R. ornithinolytica blaOXA-48 403 Herida Ecuador
63 KU220611.1 A.baumanii blaNDM-3 813 Hisopado de herida India
64 MF197909.1 K.pneumoniae VIM 504 Orina Sudan
65 NZ RJT-99.1 R. ornithinolytica blaOXA-232 507 Absceso abdominal Rusia
66 NZ RJT-18.1 R. ornithinolytica blaOXA-232 607 Lavado bronquioalveolar Rusia
67 NZ R-121.1 R. ornithinolytica blaOXA-232 421 MD Francia
68 NZ RZV75.1 R. ornithinolytica blaOXA-48 571 MD Francia
69 MW440444.1 E. coli blaKPC 894 MD Francia
70 MW440447.1 E. coli blaKPC 894 MD Francia
71 NTMD-107.1 E. coli blaKPC 569 MD Tinez
72 HQ652609.1 A.baumanii blaNDM-1 543 Esputo China
73 0Q096386.1 A.baumanii blaNDM-1 517 Esputo Filipinas
74 MK363705.1 A. baumanii blaNDM-1 444 Sangre Sudan
75 HQ593669.1 A.baumanii blaNDM-1 471 Aislado clinico Bangladesh
76 MK159348.1 E. cloacae blaOXA-48 410 Orina Iraq
77 OR028779.1 E. cloacae blaNDM-1 472 MD India
78 MW440450.1 E. cloacae blaKPC 844 MD Francia

MD: Muestra Desconocida
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