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RESUMEN

En este estudio se analizaron genomas de diversas especies del género , obtenidos
de aislados reportados en Ecuador entre 2020 y 2023, con el objetivo de explorar
su diversidad genética y los mecanismos de resistencia antimicrobiana. Se utilizaron
herramientas bioinformdticas locales y en linea para la anotacién funcional con
Prokka, alineamientos gendmicos con Mauve y MAFFT, y la construccién de un
pangenoma comparativo mediante Panaroo. A partir de los metadatos asociados a
cada aislado, se llevd a cabo un analisis de reloj molecular que permitié observar
patrones de mutacién a lo largo del tiempo. Mediante el cruce con bases de datos
especializadas, se identificaron genes de resistencia a betalactamicos,
aminoglucésidos, quinolonas, tetraciclinas, entre otros, presentes en multiples
especies. Los resultados mostraron agrupamientos filogenéticos en los que
predominaron las diferencias taxonémicas entre las cepas, aunque en algunos casos
también se evidenciaron agrupaciones coincidentes con su procedencia geografica
o temporal, lo que sugiere posibles eventos de transmisidn clonal. Se identificaron
tanto regiones conservadas como fragmentadas en los genomas, atribuibles a
diferencias bioldgicas o a la calidad de los ensamblajes. La combinacion de
anotacién automatica, analisis filogenético, pangenémico y temporal permitié una
evaluacion integral de la evolucién y diseminacién de Klebsiella en el pais. En
conjunto, estos hallazgos representan una contribucion valiosa para la vigilancia

epidemioldgica y el control de infecciones bacterianas multirresistentes en Ecuador.
Palabras clave:

Gendmica comparativa; resistencia a antibidticos; epidemiologia molecular;

evolucidn bacteriana; salud publica; bioinformatica aplicada; vigilancia gendmica.
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ABSTRACT

This study analyzed genomes from various species of the genus, obtained from
isolates reported in Ecuador between 2020 and 2023, with the aim of exploring their
genetic diversity and antimicrobial resistance mechanisms. Both local and online
bioinformatics tools were used for functional annotation with Prokka, genomic
alignments using Mauve and MAFFT, and the construction of a comparative
pangenome via Panaroo. Based on metadata associated with each isolate, a
molecular clock analysis was performed to observe mutation patterns over time. By
cross-referencing with specialized databases, resistance genes against beta-
lactams, aminoglycosides, quinolones, tetracyclines, and others, were identified
across multiple species. The results revealed phylogenetic groupings primarily
driven by taxonomic differences among the strains, although in some cases, clusters
corresponding to geographic or temporal origin were also observed, suggesting
potential clonal transmission events. Both conserved and fragmented regions were
detected in the genomes, attributable to biological differences or variability in
assembly quality. The integration of automatic annotation, phylogenetic and
pangenomic analysis, and temporal approaches enabled a comprehensive
evaluation of the evolution and dissemination of Klebsiella in the country.
Collectively, these findings represent a valuable contribution to genomic

surveillance and the control of multidrug-resistant bacterial infections in Ecuador.

Keywords:
Comparative genomics; antibiotic resistance; molecular epidemiology; bacterial

evolution; public health; applied bioinformatics; genomic surveillance.
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1.INTRODUCCION

Antes de la llegada de los antibidticos, el entendimiento de los microorganismos y
las enfermedades transmisibles era algo muy deficiente, es por esto por lo que el
tratamiento de estos padecimientos, asi como la prevencion en el contagio era algo
muy poco valorado. Por este y otros multiples factores, se han originado las diversas
pandemias que han impactado a la humanidad a lo largo de su historia. Entre las
pandemias histdricas provocadas especificamente por bacterias se encuentran: la
Peste de Justiniano y peste Negra (Yersinia pestis), la célera (Vibrio cholerae), la
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis), la fiebre tifoidea (Salmonella typhi),

entre otros (Castafieda et al., 2021).

Con el descubrimiento de los primeros antibidticos, se pudo inhibir el crecimiento
de microorganismos importantes como Bacillus anthracis o Treponema pallidum
causantes del carbunco (también llamado 4antrax) y la sifilis primaria,
respectivamente. Sin embargo, estos tenian graves efectos secundarios al tener
arsénico, por lo que no era de amplio uso. El panorama de esta guerra contra las
infecciones cambia cuando en el afio 1928, el bacteridlogo Alexander Fleming
descubrié desprevenidamente la inhibicidn del crecimiento bacteriano por parte de

Penicillium notatum.

Un afio después logra aislar la penicilina, conocida como el primer “verdadero”
antibidtico. Posteriormente, otros investigadores logran elucidar la estructura de la
penicilina G, el primer antibidtico usado en una infeccidon bacteriana (Uddin et al.,
2021). Tras estos eventos histéricos, Selman Waksman introdujo el término
"antibiotico" para describir una molécula pequefia producida por un
microorganismo con el fin de inhibir el crecimiento de otro. Hoy en dia, se
reconocen que mucho antibiéticos clinicamente utilizadas son metabolitos
secundarios producidos por plantas, hongos e incluso otras bacterias. Estos

compuestos no son esenciales para la supervivencia del organismo que los genera,
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pero presentan una notable actividad antimicrobiana, lo que confiere un elevado

valor terapéutico (Kuzhuppillymyal et al., 2023).

A lo largo del tiempo, muchos microorganismos han desarrollado mecanismos de
resistencia contra estos compuestos. Sin embargo, a diferencia de lo que se puede
suponer, tales mecanismos existian mucho antes de que los seres humanos
comenzaran a utilizar estos metabolitos en tratamientos clinicos. Estudios
recopilados por Perry et al. (2016), detallan como genes de resistencia a
antimicrobianos han sido encontrados en bacterias ambientales, en el permafrost

antiguo, lugares aislados como cuevas, y en restos humanos conservados.

Es logico encontrar genes de resistencia a antibidticos en especies productoras de
los mismos, como el caso de Actinomycetes con la estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol, eritromicina y vancomicina. Esto revela un proceso evolutivo
continuo, en el que las bacterias han desarrollado varias estrategias para evadir la
accién de los antibidticos (Yushchuk et al.,, 2020). Entre los mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos estdn: la inactivacion del antibiético, la alteracion
en el transporte o permeabilidad, la alteracidn del blanco de acciéon del antibidtico,

uso de bombas de eflujo y la formacién de biopeliculas (Varela et al., 2021).

La resistencia a los antibidticos representa una problemadtica de creciente
importancia, con un incremento anual en el tamafo del “resistoma”,
entendiéndose como el conjunto de genes bacterianos que codifican proteinas
relacionadas con la resistencia antimicrobiana. Este resistoma plantea una
preocupacion cada vez mayor en el ambito de la salud publica, especialmente
debido a la inclusidn de bacterias responsables de infecciones graves en entornos

hospitalarios (nosocomiales).

Un ejemplo de esta preocupacion se refleja en el articulo de Chavez-Jacobo (2020),
que hace referencia a un grupo de bacterias conocidas como “ESKAPE”
(Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.) debido a su relevancia
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en infecciones nosocomiales y su alta capacidad para desarrollar resistencia
acumulada. La gestion de estos microorganismos constituye uno de los mayores
retos para la medicina moderna. Estas bacterias han demostrado una notable
habilidad para evadir los tratamientos antimicrobianos convencionales,
complicando su erradicacidn y dificultando el control de infecciones nosocomiales.
Es dentro de este grupo de bacterias mencionadas donde se encuentra el

microorganismo central de la presente investigacién.

Esta investigacidon se propone realizar un analisis exhaustivo de las secuencias
gendmicas de distintas cepas de provenientes de Ecuador, con énfasis en la
identificacion de genes especificos de resistencia antimicrobiana. A través de este
enfoque, se busca identificar patrones de variabilidad genética y los mecanismos de
resistencia presentes en estas cepas, proporcionando asi una mayor comprension
de su diversidad y su potencial impacto en la resistencia antimicrobiana en el

contexto hospitalario nacional.
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2.DETERMINACION DEL PROBLEMA

El continuo aumento de casos de infecciones de dificil tratamiento debido a
bacterias multirresistentes alrededor del mundo representa un desafio prioritario
para la salud publica global. En 2021, se estimaron aproximadamente 1.14 millones
de muertes directamente atribuidas a la resistencia antimicrobiana, ademas de que
4.71 millones estuvieron asociadas a infecciones por patdgenes resistentes. De
mantenerse esta tendencia, se proyecta que para el afio 2050 las muertes alcancen
los 1.91 millones anuales atribuidas directamente a la resistencia frente a los
antimicrobianos y 8.22 millones serdn asociadas a infecciones de dificil tratamiento

(Naghavi et al., 2024).

es un género bacteriano de elevada importancia clinica, conocido por su capacidad
de causar infecciones oportunistas graves, especialmente en entornos
hospitalarios. Esta relevancia se debe en gran parte a su habilidad para formar
biopeliculas, estructuras que le permiten adherirse a superficies inertes y resistir
tratamientos de limpieza y desinfeccion convencionales. Las biopeliculas crean una
barrera fisica que protege a las bacterias de la accion de los antimicrobianos,
favoreciendo la persistencia de las infecciones y dificultando su erradicacién

(Khalefa et al., 2025).

Ademas, también es reconocido por actuar como un reservorio de genes de
resistencia, los cuales pueden transferirse horizontalmente a otras bacterias
mediante pladsmidos y otros elementos genéticos méviles (Wei et al., 2021). Esta
capacidad incrementa su potencial epidémico, facilitando la diseminacién de
mecanismos de resistencia a multiples antibidticos en diversos entornos clinicos.
Investigaciones como las de Li et al. (2023), Gonzalez-Rocha et al. (2017), Yang et al.
(2023), han encontrado diferentes genes asociados a resistencia a antibidticos en

Klebsiella ejemplos de estos genes son aac6’, CTX, tetD y sull.
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En el Ecuador la investigacién gendmica enfocada a bacterias, en particular
Klebsiella, sigue siendo limitada en comparacién con otros paises latinoamericanos.
Aungue se puede encontrar estudios como Calero-Caceres et al. (2023) y Soria-
Segarra et al. (2024), que se enfocan en la resistencia antimicrobiana en conjuntos
amplios de bacterias, en la que estad incluida. Esta falta de andlisis limita la
investigacion a nivel especifico para poder llegar a conclusiones que aporten

informacién concreta de una especie o género en particular.

Es por ello por lo que esta investigacion plantea la comparacién gendmica de
especies del género aisladas en Ecuador, con el propdsito de caracterizar el estado
actual de su diversidad genética y de los determinantes moleculares asociados a su
resistencia antimicrobiana. Esto mediante la aplicacion de herramientas
bioinformaticas avanzadas, este analisis permitird identificar patrones evolutivos,
distribuciones clonales y la presencia de genes de resistencia que influyen en la
capacidad de persistencia de estas cepas en distintos entornos. Este enfoque
resulta esencial desde una perspectiva epidemiolégica, ya que permite establecer
posibles vinculos entre cepas aisladas en diferentes regiones, asi como una
trazabilidad a lo largo del tiempo y reconocer como es el estado actual de la reserva

genética de este género de bacteria en el pais (Bastidas-Caldes et al., 2023).

Esta investigacion también pretende destacar la relevancia de los estudios
gendmicos, bioinformaticos y epidemiolédgicos sobre bacterias en Ecuador. En un
mundo en el que las ciencias dmicas juega un papel crucial en el avance de la ciencia
y la medicina, es importante comprender y aprovechar el potencial de las
herramientas computacionales para analizar y contextualizar los datos genédmicos
locales. Siendo esto uUltimo de importancia creciente en el contexto actual no solo
aplicado a sino con brotes como los de tosferina con mas de 1300 casos en lo que
va de 2025 (El Pais, 2025; Swissinfo, 2025) o tuberculosis con 1100 casos registrados
(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2025), evidencian la necesidad de

fortalecer la vigilancia molecular.
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3.MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 IMPORTANCIA CLINICA DE KLEBSIELLA

3.1.1 GENERALIDADES DE LAS ENTEROBACTERIAS

La familia Enterobacteriaceae comprende un grupo de bacterias que viven en
diferentes ambientes, sin embargo, predilectamente habitan en la flora intestinal
de animales en los que se incluye el ser humano, y de donde deriva el nombre de
esta familia. Este grupo tiene un impacto significativo en la salud publica, la
medicinay la veterinaria a nivel mundial, ya que se asocia con numerosos sindromes
clinicos, especialmente enteritis transmitidas por alimentos e infecciones
zoonéticas. Entre los géneros mas destacados dentro de esta familia se encuentran

Escherichia, Yersinia, Salmonella y Shigela (Janda & Abbott, 2021).

Las enterobacterias han llamado la atencion mundial por su capacidad de
desarrollar resistencia a multiples antibidticos, lo que incrementa
significativamente el riesgo de infecciones dificiles de tratar. Entre estos
antimicrobianos se encuentran los carbapenémicos, considerados antibidticos de
ultima linea, cuando ningln otro ha sido efectivo. Las Enterobacterias resistentes a
carbapenémicos (CRE) representan una de las amenazas mas criticas en el contexto
de la resistencia a nivel mundial, segun el Centro para el Control y la Prevencién de

Enfermedades (Tilahun et al., 2021).

Dentro de esta amplia familia se encuentra el género , un grupo de bacterias
patdgenas gramnegativas. En medios de cultivo con agar, estas bacterias exhiben
un fenotipo mucoso, resultado de los polisacaridos adheridos a su membrana
externa. se clasifica cominmente como un patégeno oportunista, ya que suele
infectar a pacientes inmunocomprometidos o que se encuentran hospitalizados
(Martin & Bachman, 2018). El término ESBL-E, que se refiere a "Enterobacterias
productoras de Betalactamasas de amplio espectro" y precisamente describe a

aquellas bacterias de esta familia que generan dichas enzimas y en donde se
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encuentra. Actualmente la prevalencia de infecciones ha aumentado para diversos
tipos de infecciones en entornos hospitalarios esto como consecuencia de su

resistencia (Devi et al., 2020).

El género se caracteriza por su capacidad de adaptarse a una amplia variedad de
entornos, encontrandose tanto en ecosistemas naturales como en contextos
clinicos. Dentro del ambito sanitario, puede formar parte de la microbiota normal
del ser humano, localizandose en regiones como las fosas nasales, la garganta, la
piel y, con mayor frecuencia, el intestino grueso. Aunque en individuos sanos suele
comportarse como un comensal inofensivo, en determinadas circunstancias como
en personas inmunosuprimidas o pacientes hospitalizados puede actuar como un
patégeno oportunista, colonizando vias respiratorias y urinarias. Entre las especies
mas relevantes desde el punto de vista clinico destacan K. pneumoniae y K. oxytoca,
responsables de diversas infecciones, entre ellas neumonias, infecciones de los

tractos y cuadros sépticos (Carvalho et al., 2021).

Asimismo, este género bacteriano tiene la capacidad de permanecer en superficies
hospitalarias inertes por tiempos prolongados, desde unas pocas horas hasta varias
semanas, particularmente en condiciones secas. Ademas, su habilidad para formar
biopeliculas en zonas humedas le permite resistir procesos de limpieza y
desinfeccion, actuando como reservorio de agentes infecciosos (Calero-Caceres et
al., 2023). Esta combinacién de factores, junto con la presencia de genes que
confieren resistencia antimicrobiana, convierte a en un microorganismo prioritario
para la vigilancia epidemioldgica. Por otra parte, también se puede encontrar
habitats no hospitalarios, como pueden ser ambientes naturales. Se ha aislado a
partir de fuentes de agua y ambientes acudaticos como rios, lagos, piscinas de
cultivo, etc. Es ldgico asociar que al ser una bacteria tradicional de la microbiota
humana, se pueda hallar en fuentes de aguas residuales, K. pneumoniae se halla en
aguas contaminadas que poseen elevadas cantidades de nutrientes. Por otra parte,
especies como K. variicola es de importancia agrondmica por su capacidad de captar
y fijar nitrégeno atmosférico al suelo en la rizosfera en la que habita (Araujo et al.,

2025).
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3.1.2 PATOGENICIDAD Y ENFERMEDADES
RELACIONADAS

En los Ultimos afos, se ha observado un incremento en las infecciones causadas por
bacterias del género, en paralelo con el aumento de infecciones nosocomiales. Esta
bacteria es reconocida como una de las principales causas de neumonia hospitalaria
y sepsis neonatal, y representa una amenaza critica para la salud publica,
especialmente por su elevada capacidad de resistencia antimicrobiana (Wyres et
al., 2020). Otras enfermedades de importancia que pueden presentarse tras una
infeccidn por este género son la neumonia severa, la infeccion multiorganica,
infeccidn de vias urinarias, meningitis, sepsis e infecciones en el tracto biliar por K.
pneumoniae; infecciones relacionadas al sistema nervioso central, ventriculitis
cerebral posoperatorias y abscesos de bazo como complicaciones por K. oxytoca;
por ultimo se reporta infecciones en el torrente sanguineo, esto en relacién de
complejo de K. aerogenes y Enterobacter cloacae (Chang et al., 2021; Jeon et al.,

2021; Neog et al., 2021).

En 1986 se describe por primera vez, en el sudeste asidtico, un patotipo emergente
de K. pneumoniae , la cual se clasifica como hipervirulenta (hvKp), debido a su
capacidad de causar infecciones graves y potencialmente fatales en individuos
anteriormente sanos. La manifestacion comun de infeccidén por hvKp es un absceso
hepatico, sin importar los antecedentes de enfermedades relacionadas al tracto
biliar. Sin embargo, también se encuentran casos en los que desarrollan fuertes
neumonias, infecciones multiorganicas o metastasicas como la fascitis necrosante y
endoftalmitis; estos cuadros se asocian a tasas de mortalidad variables, y pueden
traer graves secuelas a los sobrevivientes como pérdida de vision, danos de forma
neuroldgica (por meningitis), o perdida de extremidades. Con ayuda de la movilidad
mundial, las infecciones por hvKp se han expandido fuera de su primera descripcién,
presentdndose mas casos con sintomas clinicos en otras zonas de Asia, Europa,
Oceania, Africa, Norteamérica y Sudamérica, siendo en esta Gltima especificamente
en Brasil y Argentina. Es posible que la gravedad de estas infecciones por hvKp se

deba a un plasmido que contiene genes que codifican a la aerobactina, junto con su
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receptor. La aerobactina es un agente quelante bacteriano (sideréforo), esto
permite a las bacterias productoras la capacidad de secuestrar hierro en ambientes
en los que no hay mucha cantidad de este elemento vital para funciones

metabolicas de la bacteria (Russo & Marr, 2019; Zhu et al., 2021).
3.2 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

En conjunto con el aumento de casos de infecciones nosocomiales causadas por
cepas de , como neumonias, infecciones de tracto urinario e infecciones quirurgicas,
surge otra preocupacion creciente: la multiresistencia, que no solo puede ser
adquirida por, sino también transmitida. Este género es intrinsecamente resistente
a la penicilina debido a la presencia del gen SHV-1, que codifica una penicilinasa; sin
embargo, la resistencia a otros antibiéticos puede originarse por mutaciones en
este gen cromosémico o mediante la transferencia horizontal de genes. A nivel
global, la multiresistencia hospitalaria estd impulsada por los patdgenos del grupo
ESKAPE. Estas bacterias son responsables de numerosas infecciones nosocomiales

y representan un desafio significativo debido a su resistencia (Wyres & Holt, 2018).
3.2.1 AMINOGLICOSIDOS Y AMES

Los aminoglicésidos son otra familia de antibidticos que se unen en la lucha contra
estos microorganismos, en este grupo se subclasifica en naturales como la
neomicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, tobramicina y sisomicina; y
los semisintéticos como la amikacina, dibekacina, isepamicina, netilmicina y
arbekacina (Glinka et al.,, 2020). Los aminoglucésidos actian uniéndose a la
subunidad ribosomal 30S bacteriana, con una afinidad especifica por el sitio A del
aminoacil en el ARN ribosomal 16S. Esta interaccién conduce a una lectura
defectuosa del cédigo genético, interrumpiendo la traduccidn y, en consecuencia,

inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias (Block & Blanchard, 2023).

Sin embargo, de manera similar a las betalactamasas, esta familia de antibidticos
también esta asociada con enzimas que inhiben sus mecanismos de accion. En

términos generales, este grupo de proteinas inhibidoras se conoce como

Pagina 22 de 107



aminoglycoside modifying enzymes (AME) o enzimas de modificacion de los
aminoglicdsidos. Estas AMEs catalizan modificaciones en los grupos hidroxilo (-OH)
y amino (-NH;) presentes en el nucleo de 2-desoxiestreptamina o en los azucares
asociados, mediante vias cataliticas que incluyen acetiltransferasas,
nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas. Estas modificaciones resultan en una
disminucion de la afinidad del antibiético por su diana molecular, comprometiendo

su eficacia terapéutica (Lalitha Aishwarya et al., 2020).
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Tabla 1.- Genes de resistencia a aminoglucésidos importantes. Fuente: El autor con base en bibliografia (Guzman et al., 2016; Liang et al.,

2021).
ANTIBIOTICOS )
GEN CLASE CONFIERE RESISTENCIA MECANISMO FORMA DE ADQUISICION
AFECTADOS
aac(6')- | Aminoglucdsido N- Aminoglucésidos de Amikacina, tobramicina, Modificacidn por acetilacion
Plasmidos conjugativos
Ib acetiltransferasa segunda generacién kanamicina, netilmicina (posicién 6')
aph(3')- | Aminoglucdsido O- Aminoglucésidos de
Kanamicina, neomicina Fosforilacion en posicién 3' Plasmidos conjugativos
llla fosfotransferasa primera generacién
Todos los aminoglucdésidos | Amikacina, tobramicina,
Metiltransferasa Plasmidos de amplio
armA (alta resistencia gentamicina, netilmicina, Metilacion del 16S ARNr
ribosomal 16S rango
generalizada) etc.
Todos los aminoglucdsidos | Amikacina, tobramicina,
Metiltransferasa
rmtB (alta resistencia gentamicina, netilmicina, Metilacidon del 16S ARNr Plasmidos
ribosomal 16S

generalizada)

etc.
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3.2.2 BETALACTAMICOS Y BETALACTAMASAS

Los betalactamicos constituyen una familia de antibidticos cuyo mecanismo de
accién se basa en la inhibicidon del paso final en la sintesis de peptidoglicano. Esto
se logra mediante la acilacion de la transpeptidasa, enzima responsable de la
reticulacion de los péptidos necesarios para la formacion de la mureina. En esta
familia se encuentran las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactdmicos y los inhibidores de penicilinasas; estos antimicrobianos tienen en
comun en su composicion un anillo betalactdmico, mismo que da nombre a su
grupo y representan la mitad de todos los antibidticos que se prescriben a nivel

mundial (Astocondor-Salazar, 2018).

Todas las bacterias poseen una pared celular formada por peptidoglicano, también
conocido como mureina. Este es un copolimero compuesto por cadenas de glicanos,
integradas por subunidades disacdridas de N-acetilglucosamina y d&cido N-
acetilmuramico, lo que lo convierte en un polisacarido que incorpora aminoacidos.
La mureina es un componente esencial de la estructura bacteriana, ya que
proporciona estabilidad mecdnica. En las bacterias Gram positivas, la pared celular
contiene diez o0 mas capas de mureina, mientras que en las Gram negativas esta
compuesta por una o dos capas (Neelanjana & Cascella, 2023). Haga clic o pulse
aqui para escribir texto. Las penicilinas son uno de los subgrupos de betalactamicos
mas extendidos en el mundo. Su amplio espectro de accién funciona contra
diferentes tipos de bacteria, como los bacilos, los cocos Gram positivos y negativos
y anaerobios (Pant, 2024). Muchos de estos antibidticos representan el primer
farmaco contra infecciones de diferente gravedad, por ejemplo, la penicilina o
amoxicilina, ya que su amplio espectro lo permite, no solo en medicina humana sino
también en el ambito veterinario. Sin embargo, por su historial de acompafiar a la

especie humana ha logrado generar alergia en algunos individuos.

Segun Zhao (2024), hasta un 20% de los pacientes puede experimentar una reaccién

alérgica de cualquier medicamento administrado, de estos, cerca del 10% reportan
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alergia a la penicilina, lo que se soluciona recetando una alternativa que, sin
embargo, puede implicar alguna complicacién por infeccién a posteriori. Las
cefalosporinas fueron descubiertas en 1945, derivadas del hongo Acremonium
(anteriormente denominado Cephalosporium). Desde su descubrimiento, estas han
evolucionado mediante modificaciones quimicas, lo que las clasifica como
antibidticos semisintéticos. Su desarrollo se ha dividido en generaciones, cada una
mejorada para abordar la resistencia bacteriana emergente. En la primera
generacion, caracterizada por su espectro reducido, se encuentran antibidticos
como la cefazolina, cefalotina, cefaloridina y cefalexina, que son particularmente
eficaces contra bacterias Grampositivas. Las generaciones posteriores muestran
una mavyor actividad frente a bacterias Gramnegativas. La segunda generacion, de
espectro intermedio, incluye antibidticos como la cefuroxima, cefamandol,
cefoxitina y cefotetan, entre otros. Por otro lado, las tercera y cuarta generaciones
estan clasificadas como antibidticos de amplio espectro, destacando farmacos

como la cefotaxima y la cefepima (Balsalobre et al., 2020).

Finalmente, la quinta generacidn corresponde a antibidticos de espectro extendido,
incluyendo la ceftarolina y el ceftobiprol, disefiados especificamente para combatir
infecciones resistentes como las causadas por S. aureus resistente a meticilina
MRSA (Mehta & Sharma A. Kumar, 2016). El surgimiento de la resistencia
microbiana a los betalactdmicos, particularmente por la accién de las
betalactamasas, impulsé la busqueda de inhibidores para estas enzimas.
Inicialmente, algunos compuestos naturales como el acido olivanico, producido por
Streptomyces argenteolus, demostraron carecer de estabilidad frente a las
betalactamasas. Posteriormente, la tienamicina se consolidd como el primer
carbapenémico producido, marcando un avance significativo en este campo. Los
carbapenémicos, en comparacién con las penicilinas y cefalosporinas de su época,
mostraron un espectro antimicrobiano mds amplio. De manera general, su actividad
varia entre los diferentes compuestos: mientras que el imipenem, panipenem vy
doripenem presentan mayor afinidad hacia bacterias Grampositivas, el
meropenem, biapenem vy ertapenem son mas efectivos contra bacterias

Gramnegativas. Estos antibidticos poseen una mejor estabilidad contra las
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betalactamasas comparadas con otros betalactamicos, sobre todo por aquellas
enzimas producidas por las enterobacterias. Sin embargo, muchas de estas especies
han sido capaces de producir otros tipos de mecanismos para resistir estos
antibidticos como la sintesis de enzimas hidroliticas especificas para

carbapenémicos (El-Gamal et al., 2017).

La inactivacidn de antibidticos y la resistencia a estos, es solo uno de los métodos
de estrategia que han adquirido las bacterias a lo largo de la evolucién, esta
inactivacion ocurre por degradacion enzimatica. En este grupo se encuentran los
mencionados ESBL-E, con capacidad de producir enzimas capaces de hidrolizar a los
betalactdmicos. Comunmente, estas Betalactamasas se pueden clasificar seglin sus
residuos de serina su sitio activo como las clases A, Cy D. Por otro lado, se encuentra
la clase B, llamada propiamente metalo-beta-lactamasa puesto que requiere iones

metalicos como cationes divalentes (+2) de Zn para su actividad (Bush, 2023).
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Tabla 2.- Genes de importancia que confieren resistencia a los B-lactdmicos. Fuente: El autor con base en (Faridah et al., 2023; Fortaleza Neves
Bomfim et al., 2023; Gonzalez-Rocha et al., 2017; Hussain et al., 2021, 2021).

GEN

CLASE

CONFIERE RESISTENCIA

ANTIBIOTICOS
AFECTADOS

MECANISMO

FORMA DE ADQUISICION

CTX-M

B-lactamasa clase A

Resistencia a cefalosporinas

de tercera generacién

Cefotaxima, ceftazidima,

ceftriaxona

Hidrdlisis del anillo B-lactamico
mediante una serina activa en el

sitio catalitico

Transferencia horizontal
por plasmidos,
elementos méviles como:

ISEcp1, ISCR1, 1S10 e IS26

TEM

B-lactamasa Clase A
(de espectro
reducido o ESBL,

segln variante)

Resistencia a penicilinas y
algunas cefalosporinas de

primera generacién

Ampicilina, amoxicilina,
cefalotina, cefazolina
(TEM-1); cefotaxima,

ceftazidima (en variantes

ESBL)

Hidrdlisis del anillo B-lactdmico
mediante una serina activa en el
sitio catalitico; expansién del
espectro por mutaciones residuos

(E104K, R164S, G238S, M182T)

Transferencia horizontal
por plasmidos y

elementos maviles

KPC

B-lactamasa Clase A

(carbapenemasa)

Resistencia a

carbapenémicos,

cefalosporinas, penicilinas y

monobactamicos

Imipenem, meropenem,
ertapenem, cefotaxima,

ceftazidima, aztreonam

Hidrdlisis del anillo B-lactdmico
mediada por serina catalitica;
inserto en transposén Tn4401

favoreciendo alta diseminacion

Transferencia horizontal
mediante plasmidos

conjugativos/movilizables
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3.2.3 SULFONAMIDAS Y SU INHIBICION

Las sulfonamidas o sulfas, fueron de los primeros antibiéticos sintéticos de amplio
espectro efectivos contra bacterias Gram positivas y negativas. Son andlogos
estructurales al PABA (acido p-aminobenzoico) lo que provoca que compita con este
acido por la enzima dihidropteroato (precursor del acido félico) y que bloquean la
formacién del tetrahidrofolato, el cual es esencial para la sintesis de ADN y ARN
bacteriano, generando inhibicién bacteriostatica. Esta inhibicién es selectiva e
interrumpe solamente el crecimiento bacteriano, dado que las células humanos el

folato es obtenido mediante la dieta (Venkatesan et al., 2023; Werth, 2024).

Las bacterias han ido obteniendo caracteristicas que les permite adaptarse y resistir
la presencia de las sulfas, distinguiéndose dos mecanismos principales, mutaciones
cromosomicas en el gen folP y la adquisicion de genes moviles Sul. Se suman a
mecanismos secundarios como la sobreproduccién de PABA o rutas alternas del
folato. Las mutaciones en el gen folP (blanco de las sulfas), consisten en
sustituciones puntuales en la DPHS que reducen la afinidad por las sulfonamidas
mientras que conservan a la par su anidad por PABA. Por parte de los genes
plasmidicos Sul, se han identificado cuatro de estos genes moviles (sull, sul2, sul3
y sul4) los cuales codifican para versiones alternativas de la DHPS que son
insensibles a las sulfas. Estos genes estdn asociados con elementos moéviles como
plasmido o integrones, lo que permite que estas enzimas sustituyan la funcion de la
DHPS nativa de modo que no se inhiben con las sulfas al no bloquear la ruta del

acido fdlico (Venkatesan et al., 2023; Wang et al., 2023).
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Tabla 3.- Genes asociados a la resistencia a sulfas. Fuente: El autor basado en bibliografia (Venkatesan et al., 2023; Wang et al., 2023; Werth,

2024).
ANTIBIOTICOS FORMA DE
GEN CLASE MECANISMO i
AFECTADOS ADQUISICION
Sulfametoxazol, Mutacidn puntual en DHPS que
folP Mutaciones espontaneas
Sulfonamidas sulfadiazina, disminuye afinidad por
(mutado) cromosémicas
sulfametizol, etc. sulfonamidas
Sulfametoxazol,
DHPS alternativo codificado por Integrones de clase 1 en
sull Sulfonamidas sulfadiazina,
plasmido pldsmidos conjugativos
sulfametizol, etc.
Sulfametoxazol, Plasmidos, a veces
DHPS alternativo codificado por
sul2 Sulfonamidas sulfadiazina, independientes de
plasmido
sulfametizol, etc. integrones
Sulfametoxazol,
Integrones atipicos,
sul3 Sulfonamidas sulfadiazina, DHPS alternativo variante
pldsmidos
sulfametizol, etc.
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3.3 DIVERSIDAD GENETICA

Como en toda especie viva, la importancia de la diversidad genética radica en la
perpetuacidon de esta, ya que permite la seleccion natural. Este proceso es mas
evidente en bacterias y otros microorganismos que en organismos complejos,
debido a que la rapidez con la que transcurren sus generaciones permite observar
adaptaciones fenotipicas en plazos mucho mas cortos, siempre ligadas a cambios
genotipicos. Existe una alta diversidad genética a nivel gendmico incluso dentro de
una misma especie bacteriana, lo cual se explica por su rdpida cinética de

crecimiento (Ramirez-Sanchez et al., 2022).

La diversidad genética en bacterias puede considerarse dindmica, ya que su
herencia no ocurre Unicamente de forma vertical, sino también a través de
mecanismos de transferencia horizontal de genes. Esto implica la incorporacién de
material genético proveniente de otras especies o linajes distantes, lo que da lugar
a genomas mosaico. Es importante destacar que la diversidad genética no debe
analizarse Unicamente a nivel de especie, sino también desde una perspectiva
comunitaria, como ocurre en consorcios bacterianos presentes en suelos, fuentes
hidricas o en la microbiota humana. En estos entornos, la proximidad y la
interaccidon constante entre especies facilitan la transferencia de genes. Esta
dindmica impulsa la evolucién adaptativa, al permitir que las bacterias se adapten
con mayor facilidad a nuevos nichos ecoldgicos, accedan a nuevas fuentes de
nutrientes, toleren la presencia de agentes téxicos (como metales pesados) y
desarrollen resistencia a antibiéticos y otros compuestos antimicrobianos. Esta
variabilidad genética puede observarse y analizarse mediante herramientas como

el pangenoma, que se abordara mas adelante (Arnold et al., 2022).

La rdpida tasa de crecimiento de las bacterias provoca que, incluso bajo condiciones
estrictamente controladas en laboratorio, estas continien evolucionando. Segun
Askenasy et al. (2024), la acumulacién de inversiones, inserciones, deleciones

(indels), polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y otras mutaciones da lugar a
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procesos de microevolucion que generan cepas genéticamente distintas, con
impactos observables y medibles en su fisiologia, virulencia y resistencia. Si bien la
evolucidn de cepas puede considerarse un proceso inevitable y multifactorial que
ocurre tanto en ambientes naturales como artificiales, la adquisicion horizontal de
genes constituye un motor adicional que impulsa y diversifica estos cambios

evolutivos.

El concepto de Pangenoma fue introducido por (Tettelin et al., 2005), dada la
necesidad de representar la variabilidad genética total en un grupo de organismos
relacionados, se conoce como pangenoma al conjunto completo de genes
presentes en todos los miembros de un mismo grupo taxondmico, como una
especie o un género. Este se divide en tres componentes: el genoma central (core
genome), que incluye los genes compartidos por todos los miembros del grupo; el
genoma accesorio (dispensable genome), compuesto por genes presentes solo en
algunas cepas y que reflejan adaptaciones especificas como la resistencia a
antibidticos o la capacidad de colonizar ciertos nichos; y los genes Unicos o
especificos de cepa, que son exclusivos de un solo genoma y pueden conferirle
caracteristicas funcionales particulares. El concepto de pangenoma permite
entender la diversidad genética intraespecifica y es clave para estudios de
evolucidn, adaptacidon, patogenicidad y desarrollo de estrategias terapéuticas o

biotecnoldgicas (Vernikos, 2020).

3.4 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

La comparacidén de genes, inicialmente centrada en estudios individuales, ha
evolucionado hacia analisis a nivel gendmico gracias al avance de la biologia
computacional. El estudio de genomas bacterianos presenta desafios especificos,
como reorganizaciones estructurales, transferencia horizontal de genes vy
deleciones, que generan variabilidad entre linajes. Para abordar estas
complejidades, se han desarrollado herramientas bioinformaticas que permiten
organizar, depurar y analizar grandes voliumenes de datos genéticos. Estas

soluciones incluyen plataformas en linea como Galaxy o CIPRES, asi como entornos
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locales basados en scripts de programacion, facilitando un procesamiento

reproducible y escalable de la informacion gendmica.

3.4.1 ENTORNOS DE TRABAJO Y EJECUCION DE
HERRAMIENTAS

3.4.2 WSL (WINDOWS SUBSYSTEM FOR LINUX)

El subsistema de Windows para Linux o WSL permite ejecutar aplicaciones nativas
de Linux en Windows sin recurrir a maquinas virtuales, facilitando el uso local de
herramientas bioinformaticas. Su implementacion ha favorecido la integracién de
pipelines desarrollados originalmente en entornos UNIX, como SCRAP para analisis
de ARN quimérico (Mills Iv et al., 2023). ReporType para tipificacion de patdgenosy
suites como INSaFLU-TELEVIR para vigilancia gendmica de virus. Asimismo,
herramientas de visualizacion como Methylmap pueden instalarse y ejecutarse en
WSL, ampliando su accesibilidad Para un desempefo Optimo, se requiere
familiaridad con los comandos y estructura del sistema operativo Linux (Coopman

et al., 2025; Cruz et al., 2024; Santos et al., 2024).

Los diferentes scripts utilizados se subieron en el repositorio virtual GitHub, con el

siguiente enlace: https://github.com/Irondaniel34/Scripts Tesis .

3.4.3 PLATAFORMA GALAXY

Galaxy es una plataforma de cddigo abierto que facilita la ejecucion accesible y
reproducible de herramientas bioinformaticas. Permite integrar andlisis en
workflows, mantener un historial detallado de versiones y pardmetros, y compartir
flujos de trabajo estandarizados. Sus principales servidores incluyen Galaxy Main
(usegalaxy.org), Galaxy Europe (usegalaxy.eu), Galaxy Australia (usegalaxy.org.au)
y Galaxy Asia (usegalaxy.org.cn). Su arquitectura modular la ha consolidado como
un recurso clave en disciplinas como gendmica, transcriptdmica, protedmica vy
metagendmica, proporcionando compatibilidad con exportaciéon de resultados en

multiples formatos (Abueg et al., 2024).
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3.4.4 HERRAMIENTAS DE ALINEAMIENTO Y
COMPARACION DE SECUENCIAS

3.4.5 BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es una herramienta clasica utilizada para
el alineamiento local de secuencias bioldgicas, desarrollada para superar las
limitaciones computacionales de los métodos de alineamiento global como
Needleman-Wunsch y Smith-Waterman, que, aunque precisos, resultaban poco

practicos ante bases de datos en crecimiento constante (Altschup et al., 1990).

Su algoritmo fragmenta la secuencia de consulta en "palabras" cortas y busca
coincidencias en la base de datos, extendiendo posteriormente las coincidencias
para formar alineamientos mas largos. El proceso se apoya en métricas estadisticas
como el Bit score, que mide la calidad del alineamiento, y el E-value, que estima la
probabilidad de que el alineamiento ocurra por azar, permitiendo asi discernir

coincidencias biolégicamente significativas (Samal et al., 2021).

Para el alineamiento de proteinas, BLAST emplea matrices de sustitucién como PAM
o BLOSUM®62, optimizadas para detectar homologia funcional, mientras que para
ADN se utilizan matrices simples que asignan valores positivos a matches y
negativos a mismatches. Aunque BLAST es ampliamente accesible via NCBI en linea,
su ejecucidon local en entornos Linux ofrece ventajas sustanciales como la
personalizacion de bases de datos, mayor velocidad de busqueda, privacidad de los
datos, y automatizacién mediante scripting, haciéndolo ideal para proyectos de
bioinformatica a gran escala (National Center for Biotechnology Information (US),

2008).

3.4.6 MAFFT

MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) es una herramienta para
la alineacion multiple de secuencias que destaca por su eficiencia y flexibilidad,
especialmente en contextos donde el volumen de datos supera las capacidades de

métodos tradicionales como ClustalW. Su nombre refleja el uso de la transformada
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rapida de Fourier, una técnica matemdtica que permite detectar patrones
repetitivos en las secuencias y acelerar significativamente el proceso de

alineamiento (Zhang, 2024).

MAFFT incorpora diferentes estrategias de alineacidon adaptadas a las necesidades
del usuario: L-INS-i, que proporciona alta precision a costa de tiempo
computacional; FFT-NS-1, que equilibra velocidad y calidad mediante refinamientos
iterativos; y FFT-NS-2, orientado a maxima velocidad en grandes conjuntos de
datos. Esta combinacidon de modos convierte a MAFFT en una herramienta versatil
para estudios de gendmica comparativa, analisis evolutivo y construccién de

filogenias (Katoh et al., 2002).

3.4.7 ANALISIS DE GENOMAS Y CONSTRUCCION
DE PANGENOMAS

3.4.8 MAUVE Y PROGRESSIVEMAUVE

MAUVE (Multiple Alignment of Conserved Genomic Sequence With
Rearrangements) es un software disefiado para el alineamiento multiple de
genomas completos, particularmente eficiente en bacterias, donde las

reorganizaciones gendmicas ocurren con frecuencia (A. C. E. Darling et al., 2004):

Su algoritmo se basa en cinco pasos principales: identificacién de alineamientos
locales mediante multi-MUMs (Multiple Maximal Unique Matches), construccion de
un arbol guia, agrupamiento de anclas en bloques colineales (LCBs), refinamiento
recursivo de anclajes, y alineamiento progresivo basado en el arbol guia.
ProgressiveMauve, es un paso mas allad del algoritmo, incorpora una puntuacién de
ruptura de suma de pares que mejora la deteccion de reordenamientos
estructurales complejos, asi como un filtrado probabilistico para reducir errores de
alineamiento, permitiendo encontrar regiones reordenadas con mayor precision y
considerar no solo genes, sino también regiones reguladoras no codificantes (A. E.

Darling et al., 2010).
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3.4.9 ANOTACION DE GENOMAS CON PROKKA

Diversos estudios destacan a Prokka como una herramienta clave dentro del flujo
de trabajo bioinformatico para la anotacidn gendmica. Por ejemplo, Winter et al.
(2023), utilizaron Prokka para anotar las caracteristicas gendmicas de 19 cepas del
género Acinetobacter, las cuales fueron empleadas posteriormente en estudios
sobre transformacién natural vy resistencia antimicrobiana. De forma
complementaria, Kim et al. (2021), aplicaron Prokka para anotar un total de 5,414
genomas representativos obtenidos a partir de metagenomas fecales de Corea,
India y Japdn. En este caso, Prokka fue utilizado para identificar genes codificantes,
ARNr y ARNt, lo que pone ejemplifica su capacidad de adaptacién tanto a escalas
pequefias como a proyectos de gran magnitud, y evidencia su relevancia en estudios

de microorganismos y la caracterizacién funcional del microbioma intestinal.

Prokka es una herramienta de linea de comandos desarrollada para la anotaciéon
rapida y automatizada de genomas procariotas, disefiada especificamente para
superar las limitaciones de servicios web como RAST o PGAAP. Estas plataformas,
aunque funcionales, presentan inconvenientes en contextos donde se requiere alta
velocidad, manejo de datos sensibles o integracién directa en pipelines
bioinformaticos, ya que su procesamiento puede tardar desde varias horas hasta
dias completos. La herramienta toma como entrada archivos en formato FASTA con
secuencias gendmicas previamente ensambladas (scaffolds o contigs) y genera
multiples archivos de salida compatibles con analisis posteriores, entre ellos: GFF,
GBK, FAA, FFN, FNA y TBL, lo que permite su visualizacidon en visores gendmicos y
su utilizacién en flujos de andlisis estandar. El proceso de anotacién de Prokka se
basa en la combinacién de diversos algoritmos especializados. Para la prediccién de
genes codificantes (CDS), emplea Prodigal; para la identificacion de genes de ARN
ribosdmico, utiliza RNAmmer; mientras que Aragorn se encarga de detectar ARN de
transferencia. Adicionalmente, SignalP e Infernal son utilizados para |la
identificacidn de péptidos sefial y ARN no codificantes, respectivamente. Una de las
fortalezas de Prokka es su estrategia de "anotacion jerarquica"”, en la cual los genes

predichos son comparados progresivamente con bases de datos confiables,
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comenzando por conjuntos de proteinas curadas proporcionadas por el usuario
(opcional), y continuando con busquedas contra proteinas bacterianas bien
caracterizadas de UniProt, genomas completos del género correspondiente en
RefSeq, y perfiles de familias proteicas en bases como Pfam y TIGRFAMs. En caso
de no encontrar coincidencias significativas, la herramienta asigna el gen como
"proteina hipotética". Esta combinacion de algoritmos permite obtener
anotaciones rapidas, reproducibles y con un nivel de calidad comparable al de otras

plataformas mas complejas o lentas (Seemann, 2014).

3.4.10 PANAROO

Panaroo es una herramienta bioinformatica para la inferencia de pangenomas de
organismos procariotas, que emplea un modelo basado en grafos para identificar y
corregir errores de anotacion comunes como fragmentaciones, contaminacién y

pérdida de genes (Tonkin-Hill et al., 2020).

En este modelo, los nodos representan clisteres de genes ortdlogos, y las aristas
reflejan su adyacencia gendmica. Panaroo permite definir la limpieza del

pangenoma en modos sensible, normal o estricto segun el contexto bioldgico.

Como salidas principales, Panaroo genera:

e Matrices de presencia/ausencia de genes.
e Grafos del pangenoma en formato GML.
e Alineamientos de genes core y accessory.

e Clasificacién de genes en categorias core, soft-core, shell y cloud.

Estudios recientes han validado su utilidad en epidemiologia bacteriana y analisis
de evolucién clonal, permitiendo el rastreo de linajes resistentes y la deteccion de

genes asociados a fenotipos clinicos (Li et al., 2023; Mentasti et al., 2023).
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3.4.11 HERRAMIENTAS DE INFERENCIAS
FILOGENETICA

34.12 IQ-TREE: INFERENCIA FILOGENETICA
POR MAXIMA VEROSIMILITUD

Se ha consolidado como una de las herramientas de referencia para la inferencia
filogenética, particularmente en estudios gendmicos de alta resolucion. A diferencia
de otros métodos tradicionales de maxima verosimilitud, IQ-TREE optimiza la
busqueda de arboles filogenéticos mediante algoritmos heuristicos avanzados,
logrando una combinacién eficiente de precisién y velocidad computacional, incluso
en analisis de gran escala. Su funcionamiento permite el empleo de modelos de
sustitucion molecular complejos, los cuales son fundamentales para representar la
evolucidn de secuencias a lo largo del tiempo. Un modelo de sustitucién describe
matemdticamente la forma en que las secuencias de ADN, ARN o proteinas se
modifican generacién tras generacion, integrando procesos como mutaciones
puntuales, cambios de transiciones (purina & purina / pirimidina < pirimidina) y
transversiones (purina < pirimidina), ademas de sesgos como el contenido GC)

(Arenas, 2015; Mello & Schrago, 2024).

Desde modelos basicos como Jukes-Cantor (de 1969) hasta el GTR de Tavaré (de
1986), la herramienta automatiza ademas la seleccion del modelo éptimo
basandose en criterios como AlCc y BIC (Minh et al., 2020). El flujo de trabajo inicia
con la generacién de un arbol guia, seguido de la exploracion de topologias
alternativas mediante movimientos NNI (Nearest Neighbor Interchange) y SPR
(Subtree Pruning and Regrafting), maximizando la verosimilitud total a lo largo de

la busqueda.
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3.4.13 HERRAMIENTAS PARA VALIDACION DE
RELOJ] MOLECULAR

3.4.14 TEMPEST

Es una de las herramientas empleadas para la filogénica molecular con calibracién
temporal de organismos, anteriormente conocida como Path-O-Gen es un software
disefado para investigar la “sefial temporal” en filogenias moleculares. TempEst
evalula si en un conjunto de secuencias genéticas muestreadas a diferentes tiempos
existe una correlaciéon entre la divergencia genética acumulada y el tiempo de cada
uno de los muestreos, esto se logra realizando un analisis de regresién desde la raiz
hasta la punta (root-to-tip), obteniéndose un grafico de la distancia genética de
cada aislamiento respecto al ancestro comun vs su fecha de muestreo, esto con el
fin de detectar si las variaciones genéticas aumentan de manera aproximadamente
lineal con el tiempo y determinar si los datos poseen suficiente sefial temporal
como para justificar un analisis filogenético Bayesiano con calibracion de tiempo,
en otras palabras, si es factible la aplicacién de un modelo de reloj molecular

(Rambaut et al., 2016).

Los andlisis filogenéticos suelen aplicarse con mas frecuencia en virus, ya que
tienden a evolucionar mucho mas rapido que las bacterias. Esto se ha visto en casos
como SARS-CoV-2, Influenza o Zika, donde las mutaciones se acumulan en poco
tiempo. Esta rapidez se debe a que los virus de ARN, al no tener mecanismos de
correccion durante la replicacidn, pueden alcanzar tasas de mutacion cercanas a 1
en cada 10 mil nucledtidos copiados (Mattenberger et al., 2021). En cambio,
bacterias como Myxococcus xanthus presentan tasas muchisimo mas bajas, del
orden de una mutacidn cada dos mil millones de nucleétidos (Wielgoss et al., 2024).
Esa gran diferencia hace que, en virus, sea mas sencillo detectar cambios evolutivos
recientes, mientras que con bacterias se necesita mas tiempo o condiciones
especiales para observar algo similar. A pesar de esto, el uso de TempEst en
bacterias patdgenas permite la obtencién de informaciéon importante, ya que

incluso con tasas de mutacién mas bajas, es posible detectar patrones evolutivos si
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se cuenta con un buen nimero de muestras y un rango temporal adecuado. Esto
resulta util para rastrear brotes, comparar cepas de distintos afios o regiones, y
entender cémo ciertos genes, como los de resistencia antimicrobiana, han ido

apareciendo o propagandose con el tiempo.

TempEst, ademds, permite identificar secuencias atipicas conocidas como
“" . ” . . . 7,

outliers”, cuyos niveles de divergencia genética no concuerdan con sus fechas,
estando fuera de la regresion esperada, lo que puede indicar problemas en los datos
de fechas, contaminaciones de las muestras, recombinaciones excesivas,
divergencia atipica, etc. De esta forma esta herramienta también da un paso de
control de calidad y paso preliminar antes de llevar a cabo herramientas mas

complejas como lo son BEAUTi y BEAST.

Segun informacién obtenida de diferentes autores, asi como de datos obtenidos del
tutorial de TempkEst, se pudo construir el siguiente cuadro en relacion con los

valores del coeficiente de correlacion:
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Tabla 4.- Parametros de R2 y Slope de TempEst. Fuentes: Adaptado de (Duchéne et al.,

2016; Duchene et al., 2020; Menardo et al., 2019; Rambaut et al., 2016; Tay et al.,

2024).

Parametro

Valor o rango

Interpretacion

R? (coeficiente de correlacion) de
TempEst

>0.30

Fuerte sefal
temporal adecuada
para calibracion

temporal

0.10-0.30

Correlacién
moderada, existe
una tendencia, pero

no muy marcada

<0.10

Correlacién baja o
ausente, posible
ausencia de sefial

temporal

R? negativo

Seial inversa,
potencial error o

falta de correlacion

Pendiente

(Slope)

Positiva >0

Evolucion
acumulativa en

funcidn del tiempo

Negativa <0

Error sistematico,

raiz mal ubicada

Distribucion

de puntos

Lineal y sin grandes outliers

Buena base para
modelado de reloj

molecular

Dispersa con puntos lejanos

Revisar calidad de
secuencias, excluir

outliers
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3.4.15 FLUJO DE ANALISIS BAYESIANO EN
FILOGENIAS

3.4.16 BEAUTI

Bayesian Evolutionary Analysis Utility o BEAUTi es la interfaz grafica para configurar
modelos de evolucién en BEAST de forma intuitiva (Drummond et al., 2012).

Es una herramienta encargada de construir el modelo evolutivo y preparar el
archivo de entrada que se utilizara en BEAST. Para ello, se parte de alineamientos
de secuencias que deben tener una sefial temporal adecuada, verificada
previamente mediante TempEst. Una vez cargadas las secuencias, se incorporan las
fechas de muestreo, lo que permite calibrar el andlisis en el tiempo.
Posteriormente, se selecciona el modelo de reloj molecular, se definen los priors
del arbol y se configuran los pardmetros de la cadena MCMC. Estos pasos permiten
adaptar el andlisis a las caracteristicas particulares de cada estudio. Los pardametros
configurados en BEAUTI pueden variar considerablemente segun el objetivo del
estudio, el tipo de datos y el modelo evolutivo elegido, ya que esta herramienta
permite ajustar aspectos diferentes aspectos clave. Estos elementos no solo definen
cémo se interpreta el cambio genético a lo largo del tiempo, sino que también
influyen en la manera en que se reconstruyen los eventos evolutivos. Por ello, la
configuracion adecuada depende directamente de las caracteristicas del conjunto
de secuencias analizadas y de la hipdtesis que se pretende evaluar, lo cual convierte
a BEAUTi en una herramienta flexible que se adapta a distintos contextos biolégicos

y preguntas de investigacion (Duchene et al., 2020).

3.4.17 BEAST

BEAST es un programa multiplataforma de cédigo abierto orientado a la inferencia
filogenética bayesiana mediante cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), de ahi
su nombre, acrénimo del inglés Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees. A
diferencia de otros enfoques filogenéticos tradicionales que generan un Unico arbol
como resultado, BEAST estd disefiado para muestrear multiples arboles junto con

parametros evolutivos, modelos y datos moleculares. Esta estrategia permite no
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solo estimar la topologia filogenética, sino también inferir los tiempos de
divergencia en una escala temporal absoluta, siempre que se incorpore una
calibracion adecuada. De este enfoque surge el andlisis de reloj molecular, ya que
el software permite trabajar con datos "heterdcronos", es decir, secuencias que
han sido muestreadas en diferentes momentos, lo cual permite calibrar el reloj
utilizando dichas fechas. Ademds, BEAST ofrece soporte para una amplia variedad
de modelos de reloj molecular, desde el modelo estricto con tasa constante hasta
modelos relajados, como el log-normal o el exponencial, donde las tasas pueden
variar entre linajes. Como ya se hablé en TempEst y BEAUTI, estas herramientas
ganan importancia en la ayuda por comprender estudios de evolucidn molecular de
patdgenos, como virus y bacterias, diferentes estudios como el de Menardo et al.
(2019), sefiala laimportancia de BEAST para dar un enfoque mas detallado y flexible
sobre la evoluciéon de bacterias (como M. tuberculosis), permitié también la
estimacion de tasas evolutivas en distintos linajes, sublinajes y brotes de manera
molecular.

Por otro lado, BEAST ha evolucionado como una herramienta que permite ir mas
alla de la inferencia filogenética clasica. No solo facilita la reconstruccién del arbol
evolutivo y la estimacion de tiempos de divergencia, sino que también permite
incorporar datos adicionales como caracteristicas fenotipicas, localizacion
geografica o informacion epidemiolégica. Esta capacidad de integrar distintos tipos
de datos ofrece la posibilidad de construir modelos mas completos y ajustados a la
realidad bioldgica del patdgeno. A través de su estructura flexible, es posible
analizar cobmo varia el tamafio poblacional efectivo a lo largo del tiempo, identificar
rutas de dispersién y evaluar qué factores podrian estar influyendo en la
transmisién. Incluso en escenarios complejos, como brotes epidémicos o linajes
bacterianos con evolucidn lenta, BEAST permite realizar estimaciones detalladas y
adaptadas al contexto de estudio, consolidandose como una herramienta versatil
tanto para virus de rapida evolucién como para bacterias con tasas de mutacién
mas bajas (Suchard et al., 2018). Como archivo de entrada para BEAST se utiliza el
archivo XML previamente creado con BEAUTI, y como archivos de salida nos

entrega cuatro que son:
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- Archivo LOG, es aquel que contiene el registro de los valores muestreados para
todos los pardametros del modelo a lo largo de la cadena MCMC, esto incluye las
tasas de mutacién, parametros del reloj molecular, tiempos de divergencia,
valores de probabilidad, etc. Este archivo es fundamental para evaluar la
convergencia y la estabilidad de los parametros en otras herramientas como
Tracer.

- Archivo TREES, guarda todos los arboles filogenéticos que fueron muestreados
por BEAST durante la ejecucion del MCMC, cada uno incluye informacién sobre
la topologia, sus longitudes de rama en unidad temporal, etc. Este archivo es
utilizado por herramientas como TreeAnnotator para general un arbol resumen.

- Archivo OPS, contiene un resumen detallado del desempeiio de los operados de
MCMC usados durante el andlisis, este informe permite identificar que tan
eficiente fue cada uno de los operadores (los mismos que son ajustados en

BEAUTI).

3.4.18 TRACER

Es un software grafico utilizado para analizar los archivos generados por inferencias
bayesianas mediante MCMC, como las producidas por BEAST. Su propdsito es
facilitar la visualizacion y evaluacidn de los parametros estimados, proporcionando
informacién clave sobre la convergencia y estabilidad del andlisis. Es compatible
con varios programas filogenéticos, incluyendo MrBayes y RevBayes, y estd
disefiado para integrarse de forma sencilla en el flujo de trabajo posterior a la
ejecucién de BEAST. Su archivo de entrada principal es el archivo LOG, el cual
contiene las estimaciones de los parametros muestreados durante la cadena. Una
vez cargado en Tracer, el programa ofrece herramientas para visualizar
distribuciones, relaciones entre parametros y distintos resimenes estadisticos.
Entre ellos, destaca el ESS (Effective Sample Size), una métrica fundamental que
indica cuantas muestras independientes se obtuvo tras corregir la autocorrelacion.
Este valor permite juzgar si el analisis ha tenido un muestreo suficiente para
proporcionar estimaciones confiables. Adicionalmente, Tracer permite establecer
el “burn-in”, es decir, el porcentaje de muestras iniciales que seran excluidas del

analisis final. Esto se hace para evitar que valores inestables o no representativos
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influyan en las conclusiones. La correcta eleccién del burn-in y la revisién detallada
de los ESS son pasos cruciales antes de interpretar los resultados del anélisis

filogenético (Chiner-Oms et al., 2022; Rambaut et al., 2018).

3.4.19 TREEANNOTATOR

Es un programa incluido en el paquete BEAST, disefiado para resumir informacién
de los darboles generados por la inferencia MCMC generando un Unico drbol
representativo, el cual es denominado arbol objetivo. BEAST genera de miles a
millones de arboles muestreados y alojados en el archivo de salida TREES,
TreeAnnotator toma este conjunto de arboles y extrae un arbol resumen en el que
agrega sobre este arbol la informacién cuantitativa obtenida de inferencia
bayesiana completa, permitiendo asi la visualizacion de soporte de nodos y
estimaciones de tiempo de manera concreta. La informacion que se toma en cuenta
para esto son los parametros de los nodos, la altura de estos (el tiempo de
divergencia), asi como el intervalo de densidad posterior mas alto (HPD) al 95%.
TreeAnnotator como software, permite la eleccidn de opciones para la
construccion del arbol objetivo a partir de un muestreo de arboles, la opcidn por

III

defecto y mas utilizada es la del “arbol de credibilidad maxima de clados” o MCC.
El arbol MCC es aquel cuyos clados aparecen con una mayor frecuencia en la
muestra posterior, en otras palabras, aquel que tienen mayor soporte. Al ejecutar
esta herramienta se recorren todos los arboles del archivo TREES descartando los
iniciales si se indica un burn-in (sugerentemente el mismo nimero empleado en
Tracer), y calcula las estadisticas necesarias. Posteriormente genera un arbol de

salida en formato TREE el mismo que sera usado por herramientas como FigTree

(BEAST Developers, 2020).

3.4.20 FIGTREE

Es una herramienta de escritorio, desarrollada y destinada para la visualizacion
interactiva, asi como la edicion sencilla de arboles filogenéticos anotados. Entre sus

puntos positivos esta la ligereza del software, la capacidad multiplataforma y la
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posibilidad de producir figuras de alta calidad aptas para publicaciones. FigTree
puede utilizar archivos de arboles en formatos comunes como Newick, Nexus o
archivos TREE generados por BEAST, y permite al usuario inspeccionar la topologia,
reorganizar ramas y graficar las anotaciones presentes en el darbol. La interfaz
permite seleccionar distintos estilos de visualizacion, como cladogramas
rectangulares, diagramas radiculares o arboles circulares. A diferencia de otras
plataformas de visualizacion como iTOL, FigTree tiene la ventaja de reconocer la
informacién temporal incluida en los archivos de BEAST y representar
automadticamente una escala de tiempo en la base del arbol, adaptandose a los
rangos utilizados (desde unos pocos afios hasta miles de afos). Dentro del flujo de
trabajo con reloj molecular, FigTree se ubica como el paso final, una vez que se ha
generado el arbol MCC a través de TreeAnnotator. Su funcidn principal es permitir
la visualizacién clara y detallada del arbol anotado, incluyendo los valores de
probabilidad posterior, los intervalos de credibilidad en las fechas (HPD) y otras
anotaciones relevantes. Ademas, FigTree permite comparar este arbol inferido con
otros, como por ejemplo un arbol obtenido por maxima verosimilitud, facilitando
asi la validacién visual del analisis al contrastar la estructura y los nodos clave entre
ambos. Esta comparacion puede revelar diferencias en la resolucidn de los clados,
en la colocacion de ramas o en las fechas estimadas, lo que aporta una capa
adicional de interpretacion y solidez al estudio filogenético (Developers, 2018; Qin

et al.,, 2023).
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

Esta investigacion fue llevada a cabo mediante el andlisis computacional de
diferentes genomas de especies de . La comparacion abarcé el estudio y busqueda
de genes individuales, asi como a nivel gendmico utilizando diferentes herramientas
bioinformaticas, en plataformas como Galaxy Europe, BEASTdoc, ResFinder y
MegaRes esto permitié tener un acercamiento de como esta el pool genético de

esta bacteria en el contexto ecuatoriano.

4.1 SELECCION DE DATOS GENOMICOS

Para este estudio, la seleccidon de los genomas bacterianos se efectud seleccionando
principalmente aquellas que procedian de muestras de ecuatorianas,
independientemente del lugar donde fueron secuenciadas o de la tecnologia de
secuenciacion empleada. Se escogid segun su procedencia geografica y su fecha de
recoleccion reportado por los depositantes. Estos criterios permiten una
comparacion robusta entre las muestras, lo que facilita el analisis de patrones en
un factor de tiempo. Se encontré que todos los genomas procedian de WGS
Shotgun, por lo que la gran mayoria no estaban en un cien por cien ensamblados.
Por su parte, los genes de resistencia a antimicrobianos se seleccionaron por
bibliografia (como se muestran en las Tablas 1, 2 y 3), teniendo en cuenta su

prevalencia, efecto inhibitorio etc.

4.2 OBTENCION DE DATOS GENOMICOS DESDE
NCBI

Los genomas fueron descargados de la base de datos publica NCBI, desde el
apartado de Bio-proyectos misma de la que se obtuvo informacion importante de
la muestra como el nombre, el taxdn, la cepa, el depositante del repositorio, el lugar
y la fecha de recoleccién de las muestras. En una primera etapa, las muestras

fueron clasificadas conforme al bio proyecto del cual fueron derivadas, con el
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objetivo de optimizar su trazabilidad y manejo. Posteriormente se reorganizaron en
funcién de su procedencia geografica y la fecha de recoleccién, con el fin de
establecer una estructura que favorezca analisis comparativos mads rigurosos en
etapas subsiguientes del estudio. Mediante el uso del subsistema de Windows para
Linux, se renombré a todos los archivos para quitar informacién innecesaria
procedentes de sus respectivos proyectos. Adicionalmente mediante scripts, se

convirtio los archivos FNA en FASTA.

4.3 APLICACION DE HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS, SCRIPTS Y SOFTWARE

Entre los lenguajes de programacion empleados para el desarrollo de scripts y el
manejo de datos se utilizaron Python y Bash. Ademas, se conté con el apoyo de
herramientas de inteligencia artificial generativa, especificamente ChatGPT
(OpenAl), como recurso auxiliar para la elaboracion y depuracidn de algunos scripts

utilizados en el estudio.

4.3.1 ALINEACION CON MAUVE

Para un primer acercamiento filogenético, los genomas previamente renombrados
fueron alineados en MAUVE, especificamente su médulo de progressiveMauve, de
manera local empleando WSL y scripts automatizados en Python. Previamente, el
ejecutable fue descargado desde el repositorio oficial de Mauve y ubicado en el
sistema para su ejecucioén. Se desarrolld un script en Python disefado para detectar
automaticamente todos los archivos FASTA o FNA presentes en el directorio de
trabajo, simplificando asi la preparacion de los insumos necesarios para el andlisis
comparativo gendmico. Una vez identificadas las secuencias, el script generd los
comandos necesarios para ejecutar el modulo progressiveMauve, realizando el
alineamiento multiple de genomas y generando como resultado un archivo en
formato XMFA. Este archivo contiene las regiones conservadas y los posibles
reordenamientos gendmicos presentes entre las cepas analizadas. La
automatizacion de este procedimiento permitié agilizar el flujo de trabajo,
minimizar errores derivados de la intervencion manual y asegurar la

reproducibilidad del proceso de alineamiento comparativo. Este analisis fue
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aplicado a cada uno de los estratos definidos previamente, considerando tanto el
origen geografico como la fecha de muestreo de cada aislado. Tras los andlisis

realizados, se visualizé los resultados en Mauve (v2.4.0).

4.3.2 GALAXY Y ANOTACION CON PROKKA

Los genomas fueron subidos a la plataforma Galaxy Europe, en esta, se construyd
un conjunto de datos que se emplearia como entrada en la herramienta Prokka para
anotacion de genomas procariotas (Galaxy Version 1.14.6+galaxyl). Se
mantuvieron los pardmetros opcionales de forma predeterminada salvo por opcién
de Forzar la conformidad con los requisitos de GenBank/ENA/DDBJ se puso “Si” y en
el género se especifico . Estas configuraciones permitieron afinar la precision de la
anotacion al restringirla taxondmicamente, optimizando la identificacion de genes

y funciones especificas del género bacteriano en cuestion.

4.3.3 CONSTRUCCION DEL PANGENOMA CON
PANAROO Y ALINEACION CON MAFFT

Los genomas anotados (formato GFF3) fueron analizados mediante Panaroo
v1.2.10, instalado en un entorno Conda (v25.3.1) dentro de WSL. Se ejecutd
Panaroo en modo estricto, utilizando un script que organizé los archivos en un uUnico
directorio de entrada. Entre los productos generados se obtuvo el archivo
correspondiente al alineamiento filtrado del genoma central (archivo ALN) y
diferentes matrices CSV.

La construccion del arbol filogenético se realizé en la plataforma Galaxy utilizando
IQ-TREE (Galaxy Version 2.4.0+galaxy0), configurando un modelo evolutivo
personalizado HKY+F+l. El modelo HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) fue elegido ya que
permite modelar frecuencias desiguales de bases nitrogenadas (A, C, G, T) y
distinguir entre las tasas de transicién y transversién, lo cual se ajusta mejor a los
patrones reales de evolucion en genomas bacterianos (Minh et al., 2020),
aplicando 100 réplicas de bootstrap no paramétrico para evaluar la robustez de las
ramas. El arbol generado en formato NHX fue visualizado en la plataforma iTOL

(Interactive Tree of Life).
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Adicionalmente, los archivos "gene_presence_absence.csv" y "gene_data.csv"
generados por Panaroo, fueron empleados para el andlisis de genes de resistencia
a antibioticos. Se implementd un flujo de trabajo local combinando BLASTn v2.13.0
y scripts en Python. Las secuencias de resistencia fueron obtenidas de la base de
datos MEGARes v3.0 (Bonin et al.,, 2023), considerando cinco familias de
antibidticos: aminoglucésidos, B-lactdmicos, MLS (macrdlidos, lincosamidas y
estreptograminas), sulfonamidas y tetraciclinas. Adicionalmente se investigo
también para genes de fluoroquinolonas, fenicoles, rifampicinas, trimetoprimas y
de multiresistencia. Los resultados fueron filtrados por umbrales de identidad
(95%), cobertura (80% de la longitud del query) y e-value (< 1e-10), adicionalmente
se permitid un nimero maximo de mismatches y gaps de < 2; posteriormente se
procesaron para mapear los determinantes genéticos de resistencia por genoma,
integrando esta informacidn al analisis filogenético y epidemioldgico de las cepas

estudiadas.

4.3.4 ANALISIS DE RELOJ] MOLECULAR CON
TEMPEST, BEAUTI Y BEAST
Para el anadlisis de reloj molecular, se utilizaron los programas TempEst (v1.5.3),

BEAUTi (v10.5.0), BEAST (v10.5.0), Tracer (v1.7.2) y TreeAnnotator (v10.5.0.),

descargados desde la pagina oficial del proyecto BEAST (https://beast.community),

gue proporciona acceso a los diferentes directorios en GitHub con versiones
actualizadas y documentacidon para la instalacién y uso de las herramientas
mencionadas. Para la evaluacién de la sefial temporal, se utilizé TempEst
empleando como entrada el archivo filogenético en formato NHX. Este andlisis
permitid examinar la correlaciéon entre la divergencia genética y las fechas de
muestreo, a fin de valorar la idoneidad del modelo de reloj molecular. Con base en
los resultados y siguiendo el protocolo propuesto en el tutorial oficial, se procedié
a la exclusiéon de siete muestras que se comportaban como “outliers” y que
introducian ruido temporal en la calibracion. El ruido temporal se refiere a la
discrepancia entre la divergencia genética observada y la fecha de muestreo; es

decir, se detectaron muestras con una acumulacién de mutaciones que no
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correspondia al tiempo transcurrido, lo que afecta negativamente a la calibracién
del reloj molecular. Esto se pudo dar por errores en el muestreo, tasas de evolucion
atipicas, eventos de recombinacidon o en este caso también es posible que se
explique por el hecho de que estas secuencias correspondian a especies distintas,
mientras que la mayoria del conjunto pertenecia a una sola especie (Rambaut et al.,
2016).

A continuacidn, se reconstruyé el arbol filogenético con IQ-TREE, manteniendo los
pardmetros previos, excluyendo las muestras mencionadas. El nuevo arbol fue
analizado nuevamente en TempEst, en donde se constatd que el coeficiente de
correlacién llegd a valores adecuados segun bibliografia (véase tabla 4) lo cual
respaldd su uso en el analisis temporal. Posteriormente se convirtié el archivo ALN,
generado a partir de Panaroo utilizando MAFFT, a tipo FASTA para su importacién
a BEAUTi con el que se generd el archivo XML correspondiente. Se habilité la opcidon
de uso de fechas (Use tip dates) importando los datos previamente confeccionados
en un archivo tipo DAT, verificando que los nombres coincidan y que se use el
formato de fecha correcto esto se puede observar en el Anexo 6y 7. Se seleccioné
el modelo correcto HKY con caracteristicas para emular el mismo utilizado con
anterioridad en IQ-Tree, Anexo 8. Durante la configuracién del analisis en BEAUTI
se ajustaron las pestafias Priors, Operators y MCMC segun el modelo evolutivo
definido. En la pestaia Priors, se asignaron distribuciones apropiadas para cada
parametro, utilizando funciones comunes como log-normal, uniforme vy
exponencial, apreciable en el Anexo 9.

Estas se aplicaron tanto a los parametros del modelo de sustitucion como a los del
reloj molecular relajado y al modelo demografico, combinando un modelo
coalescente de poblacidn constante con un modelo de sustituciéon HKY. En la
pestaiia Operators, se mantuvo la combinacién de operadores por defecto, la cual
permite una adecuada exploracion del espacio posterior, incluyendo operadores
para parametros de tasa, topologia del arbol y tamano poblacional, como se
muestra en el Anexo 10. En MCMLC, se establecié una longitud de cadena inicial de
10 millones de iteraciones para una primera evaluacién répida (representado en el
Anexo 11) que luego se amplié a 100 millones tras comprobar, mediante Tracer,

que los valores de ESS eran adecuados. El archivo XML fue ejecutado en BEAST, y
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los resultados se verificaron en Tracer, lo que permitié asegurar una buena mezcla
de la cadena y estabilidad de las estimaciones. Posteriormente, se utilizd
TreeAnnotator para generar el arbol de credibilidad maxima (MCC), descartando un
porcentaje de burn-in y configurando las alturas de los nodos segun la mediana
posterior. Finalmente, el arbol anotado fue visualizado en FigTree (v1.4.4.), donde
se ajusto la escala temporal y el estilo de visualizacién para facilitar la interpretacion

de las fechas de divergencia y los valores de soporte en cada nodo.
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44 FLUJO DE TRABAJO (WORKFLOW)

Resistencias a

DATOS GENOMICOS, antibidticos
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Escoger genomas Procedencia
(Klebsfelfa - Ecuador) .geografica y fecha de
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Metadata de cada Preparar genomas Renom_bram_\ferﬂc ¥y
muestra codificacién
Geolocalizacion
progressiveMauve Alingar genomas
completos
QGIs
Prokka en Galaxy Anotar genomas
MEGAres Database
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Archivo ALN central Identicar de genes Filtrar resultados Script
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< Construir arbol IQ-TREE en Galaxy
Visualizar en ITOL filogenético (HKY+F+1)
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Andlisis de reloj molecular
completado

Figura 1.- Flujo de trabajo seguido en el presente trabajo de investigacion. Fuente: El
autor (2025).
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 OBTENCION DE DATOS GENOMICOS

Se recopilaron un total de 45 genomas de Klebsiella spp. procedentes de distintas
zonas del pais mediante busquedas en la base de datos del NCBI, entre las que se
encuentran las provincias del Azuay (1), Esmeraldas (3), Guayas (18) y Pichincha
(23). Se encontré a las siguientes especies, K. pneumoniae (38) , K.

quasipneumoniae (2), K. aerogenes (3) y K. michiganensis (2).

5.2 MAPEO GEOGRAFICO

Con ayuda del programa QGIS, se pudo elaborar un mapa con las ubicaciones
geograficas de las muestras (Figura 2). Los detalles sobre cada lugar, afio de

muestreo y color asignado se resumen en la Tabla 5y 6.

Figura 2.- Mapa geografico del Ecuador, delimitado por provincias con los principales
puntos de muestreo de los genomas. Fuente: Adaptado por el autor (2025).
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Tabla 5.- Localizacidon geogrdfica de los aislamientos de Klebsiella spp. en Ecuador y sus respectivos afios de muestreo, parte 1. Fuente: El autor

(2025).
Cédigo de acceso Especie Localidad Provincia Afio Lugar de muestreo Color
GCF_036937565.1 K. pneumoniae Guayaquil Guavyas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937525.1 K. pneumoniae Guayaquil Guavyas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF _036937785.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF _036937545.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF _036937585.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF _036937535.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937745.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937735.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937725.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937635.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937675.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2020 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_029956185.1 K. pneumoniae Cuenca Azuay 2021 Hospital del Rio
GCF_029960525.1 K. guasipneumoniae Guayaquil Guayas 2021 Clinica Alcivar
GCF_036937625.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2021 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_036937655.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2021 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_029955805.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2021 Hospital General Docente de Calderén
GCF_029955685.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2021 Hospital General Docente de Calderdn
GCF_029956145.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2021 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029960265.1 K. michiganensis Quito Pichincha 2021 Hospital General Docente de Calderdn
GCF_029956065.1 K. aerogenes Quito Pichincha 2021 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029960425.1 K. michiganensis Quito Pichincha 2021 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029956095.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2021 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
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Tabla 6.- Localizacién geografica de los aislamientos de Klebsiella spp. en Ecuador y sus respectivos afios de muestreo, parte 2. Fuente: El autor

(2025).

Codigo de acceso Especie Localidad Provincia Ano Lugar de muestreo Color
GCF_030016955.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2022 Clinica Alcivar
GCF_029956195.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2022 Clinica Alcivar
GCF_029956205.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2022 Clinica Alcivar
GCA_036937665.1 K. pneumoniae Guayaquil Guayas 2022 Hospital Dr. Roberto Gilbert
GCF_029956045.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955985.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955965.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_037402565.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029956125.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955935.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029956165.1 K. aerogenes Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029960345.1 K. quasipneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955875.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955895.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955815.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de las Fuerzas Armadas
GCF_029955825.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955695.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital General Docente de Calderon
GCF_029955665.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital General Docente de Calderdn
GCF_030016835.1 K. pneumoniae Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo
GCF_029955765.1 K. aerogenes Quito Pichincha 2022 Hospital de Especialidades Eugenio Espejo

GCF_041698955 K. pneumoniae Atacames Esmeraldas 2023 Camaroneras

GCF_041699175 K. pneumoniae Atacames Esmeraldas 2023 Camaroneras

GCF_041699275 K. pneumoniae Atacames Esmeraldas 2023 Camaroneras
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5.3 ALINEAMIENTO EN MAUVE

El alineamiento multiple de genomas completos mediante progressiveMauve
reveld una estructura conservada entre la mayoria de los aislados, identificAndose
bloques colineales (LCBs) que se mantienen sin mayores alteraciones. No obstante,
también se detectaron inversiones y reordenamientos en regiones especificas, lo
que aportd una visualizacion compleja del conjunto total, esto se puede apreciar en
el Anexo 12.

La alta complejidad visual del alineamiento se explica principalmente por la
diversidad intra e interespecifica, ya que ademds de K. pneumoniae el analisis
incluyé otras especies del mismo género como K. quasipneumoniae, K. aerogenes 'y
K. michiganensis. Esto produjo patrones mds fragmentados o desplazados en los
genomas que no comparten una cercania filogenética directa.

Las regiones accesorias se interpretaron como aquellos segmentos que estaban
presentes Unicamente en un subconjunto de genomas visibles como LCBs que no
alineaban con el resto, esto se puede ejemplificar en la Figura 4. Estas regiones, al
no estar presentes en todos los genomas y localizarse fuera de las zonas
conservadas, se vinculan a posibles islas génicas adquiridas horizontalmente.
Mientras que se considerd como region conservada aquella que se encuentra
presente en todos los genomas alineados, sin inversién ni desplazamiento, y que
mantiene una posicion relativa coherente. Aunque Mauve no etiqueta
explicitamente los genes, la correspondencia con zonas variables observadas
también en el analisis pan-gendmico respalda su clasificacion como componentes
accesorios. Por claridad visual, solo se incluyé en el cuerpo del trabajo una imagen
representativa del alineamiento. Asimismo, se identificaron regiones altamente
conservadas entre todos los genomas, las cuales podrian representar componentes
del genoma central, como genes esenciales de mantenimiento celular o funciones
metabdlicas conservadas. En la Figura 3, se aprecia el alineamiento del ano 2020. El
resto de los alineamientos completos se encuentra en los Anexos, donde puede

apreciarse el detalle correspondiente a cada afo de aislamiento (2020-2022).
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Figura 3.- Alineamiento multiple de genomas correspondientes al aflo 2020 realizado con progressiveMauve. Los LCBs
compartidos entre genomas se representan mediante franjas de color, mientras que los trazos cruzados indican inversiones
y reordenamientos gendmicos. . La alta conservacion estructural observada sugiere una baja variabilidad entre las cepas
de este grupo. Fuente: El autor (2025).
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Figura 4.- Fragmento del alineamiento multiple de genomas visualizado en Mauve. El recuadro negro sefiala una regién aislada,
presente en tres cepas (14 GCF 029956125, 17 GCF 029955935 y19 GCF 022960345), lo que indica una posible regién accesoria. Sin
trazados de reordenamiento para evitar saturacion visual. Fuente: El autor (2025).

Pagina 59 de 107



AT

# 5/SALESIANA

500000 1000000 500000
(L t oo RN
= [TV i
R
v
500000 1000000 500000
Al i (S0 e [ 1] I
= |11 1]
R
v
11 GCF 036937675 1asta
500000 1000000 500000
Py | I} | : 1 |
R
v
) 0369376 A%t
500000 1000000 500000
Al [ [Nl @
g L
R
¥
CF 0369376551
500000 500000
) i ] I Bl W
R
v

Figura 5.- Observacion desde la herramienta Mauve de un fragmento del alineamiento
multiple provenientes de la regidn sur del Ecuador. Sin trazado de reordenamientos para
una mejor visualizacién. Fuente: El autor (2025).

Nota: El recuadro negro destaca una regién conservada, presente en todas las cepas
analizadas. A pesar de pequeiias variaciones en la longitud o posicion, esta region se
mantiene en todas las secuencias, lo que sugiere su pertenencia al genoma central
(core). Esta conservacion sugiere una funcion esencial o estable a lo largo de las cepas
evaluadas.

El alineamiento multiple de los genomas de la regidn norte reveld una alta densidad
de reordenamientos estructurales. Aunque inicialmente, al visualizar los LCBs sin
trazos de conexion, se apreciaba cierta continuidad entre cepas, al habilitar las
conexiones se evidencid un patron complejo con multiples entrecruzamientos y
cambios en la orientacion de los segmentos (Anexo 4). Este comportamiento
sugiere una mayor presencia de inversiones, traslocaciones y fragmentacién
estructural entre los genomas de esta region. Tal complejidad puede reflejar una

mayor diversidad gendmica o presidn evolutiva, asi como posibles diferencias en la
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calidad del ensamblaje. De acuerdo con A. E. Darling et al. (2010), la herramienta
progressiveMauve permite detectar este tipo de reorganizaciones incluso entre
cepas cercanas, siendo sensible a variaciones en el orden y la orientacion de los

LCBs.

Por otro lado, los genomas de la regién sur mostraron un alineamiento visualmente
mas limpio. En varias secciones, los LCBs se mantuvieron paralelos y alineados entre
las cepas, con menor numero de entrecruzados, lo que indica una colinealidad
estructural mds conservada (Figura 5). Si bien progressiveMauve no permite inferir
directamente la funcion de las regiones halladas, los analisis posteriores como la
anotacién con Prokka y la obtencién del pangenoma con Panaroo, pueden sugerir
que estas regiones estan relacionadas con genes esenciales del genoma central, lo
qgue puede incluir funciones fundamentales como la sintesis de proteinas,
mantenimiento celular y rutas metabdlicas basicas. A pesar de que se observan
fragmentaciones puntuales y diferencias en la longitud de algunos segmentos, el
patron general refleja una menor complejidad en cuanto a reorganizacion
estructural. Esta conservacion puede estar asociada a un linaje mas homogéneo o

a ensamblajes mas completos en ciertas cepas.
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5.4 INFERENCIA FILOGENETICA UTILIZANDO EL
METODO DE MAXIMA VEROSIMILITUD (ML)

Durante la construccion del pangenoma de con la herramienta Panaroo, se realizé
una alineacién multiple de secuencias utilizando MAFFT. El arbol filogenético de ,
generado con IQ-TREE e iTOL a partir del genoma central, muestra una estructura
bien soportada, con valores Bootstrap en su mayoria superiores al 70%, e incluso
varios nodos con soporte 295%, lo que indica alta confianza en las relaciones
filogenéticas inferidas (Nguyen et al., 2015). Estos valores reflejan la estabilidad de

los clados principales y la baja variabilidad intraespecifica dentro de algunos grupos.
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Figura 6.- Arbol filogenético de cepas del género Klebsiella aisladas en Ecuador entre 2020
y 2023, construido mediante analisis de maxima verosimilitud utilizando IQ-TREE a partir
del genoma central definido por Panaroo. Se aplicé el modelo evolutivo HKY+F+I, los valores
numeéricos indican el soporte estadistico de cada nodo. Fuente: El autor (2025).
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Se identifican agrupaciones claras por especie, especialmente en ramas con soporte
alto y distancias cortas, lo que sugiere baja divergencia dentro de esos linajes. En
contraste, no se observa una agrupacidn consistente por afo de aislamiento: los
colores (2020-2023) aparecen distribuidos de forma intercalada en multiples
clados. Esto indica que las cepas de distintos afios pertenecen a linajes que han
estado circulando simultdaneamente, sin eventos recientes de diversificacion
asociados al tiempo. En conjunto, los datos sugieren que la evolucidn filogenética
dentro del grupo estd mds influenciada por diferencias taxonémicas que por la
fecha de aislamiento, lo cual es consistente con una circulacién prolongada y

estable de multiples linajes en la regidn.

5.5 GENES DE IMPORTANCIA

Tras el cruce de los archivos de salida de Panaroo en conjunto con el BLASTn
realizado con las secuencias de genes de resistencia obtenidos a partir de MEGARES

se consiguieron los siguientes resultados:

5.5.1 AMINOGLUCOSIDOS

Diferentes genes asociados a la resistencia frente a los aminoglucdsidos fueron
encontrados. Predominando los genes con capacidad de modificar a esta clase de
antibidticos, como por ejemplo aac6’ (también catalogada como PRIME), siendo
este un gen comun de y fue encontrado en 22 cepas cayendo en la categoria de
genes accesorios con un 48.8% seguido de aph3’ y de aac3 hallado en 18 cepas 40%,
en algunos casos al mismo tiempo. Adicionalmente existe la presencia de genes de
alta preocupacién como armA (3 cepas) y rmtG (1 cepa), a pesar de ser baja, los

cuales confieren resistencia a todos los aminoglucésidos.

Estudios como Raro et al. (2020), reportaron, en aislados clinicos de K. pneumoniae,
frecuencias de deteccion de genes como aac(6’)-lb en aproximadamente el 55% de
los genomas analizados, valores comparables a los hallados en el presente estudio.
Mas relevante aun fue la observacién de la coocurrencia de multiples genes

modificadores de aminoglucdsidos en los mismos aislados, lo que incrementa la
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complejidad del perfil de resistencia. Por otra parte, otras investigaciones recientes
han documentado la diseminacién de genes de metiltransferasas 16S como armA'y
rmtG en aislados de K. pneumoniae, situacién particularmente preocupante debido
a la resistencia de alto nivel que confieren frente a todos los aminoglucdsidos
clinicamente disponibles, comprometiendo seriamente las opciones terapéuticas

(Papa-Ezdra et al., 2024).

5.5.2 BETALACTAMICOS

Tras el cruce de data obtenida en el pangenoma y BLAST, se detectaron genes de
resistencia a B-lactdmicos en las diferentes cepas de . Se encontré marcada
presencia de genes CTX y TEM. Ambos fueron identificados en 25 genomas, en
muchos de los casos mds de un gen de resistencia por cepa, esta evidencia es
reforzada por estudios similares como el de Oliveira et al. (2022), en donde explica
que K. pneumoniae tiene una gran capacidad de expandirse de forma clonal y para
intercambiar elementos moéviles como plasmidos. En este estudio también se
menciona que la permutacién genética favorece a la rapida diseminacién de la
resistencia sobre todo en ambientes con elevada presién antibidtica como

justamente los ambientes hospitalarios.

Es relevante destacar la deteccidon del gen KPC en 21 cepas, dado su papel critico en
la codificacion de una carbapenemasa capaz de conferir resistencia a los
carbapenémicos, considerados tratamientos de ultima linea. Soria-Segarra et al.
(2024), realizaron estudios en bacterias Gramnegativas de Ecuador, encontrando
gue de todo el grupo bacteriano que fue estudiado, K. pneumoniae fue la especie
con mayor frecuencia del gen KPC, identificando co-resistencia en estas cepas a

otros antibidticos, como los aminoglicdsidos.

La identificacién de multiples variantes del gen OXA en los aislados analizados
sugiere una diversidad genética significativa dentro de esta familia de
betalactamasas. Los resultados evidencian no solo la presencia de diferentes tipos
de OXA, sino también su distribucidn entre cepas accessory y singleton, lo que

apunta a eventos recientes de adquisicion horizontal. Esta diversidad puede
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interpretarse como el resultado de una acumulacién evolutiva de multiples
versiones del gen a lo largo del tiempo, facilitada por mecanismos de transferencia
genética como plasmidos y transposones, elementos que han sido ampliamente
reconocidos en la propagacion de genes de resistencia en Klebsiella spp. La
presencia de distintas variantes OXA implica, ademas, un espectro ampliado de
actividad enzimatica, que abarca desde la resistencia a B-lactamicos de primera
generacion hasta carbapenémicos, lo que representa un desafio clinico importante,
ya que limita severamente las opciones terapéuticas disponibles (Peirano & Pitout,

2025).

5.5.3 QUINOLONAS

La deteccidn de genes de resistencia a quinolonas en los aislados analizados indicé
una predominancia de genes gnr, especialmente la variante qnrB, la cual se
encontré en 15 y 7 cepas (segun sus alelos), mientras que qnrS y gnrE fueron
encontradas en solo en dos y una cepas, respectivamente. Los resultados coinciden
con lo reportado en Panama por Nuiez-Samudio et al. (2022), en cuanto a la alta
prevalencia del gen gnrB, detectado en todos los aislados resistentes de K.
pneumoniae, seguido de la deteccidn ocasional de gnrA. Sin embargo, a diferencia
de dicho estudio, en la presente comparativa se identificaron también genes como
gnrS y gnrE, lo que sugiere una mayor diversidad de mecanismos de resistencia
mediada por plasmidos. Otros estudios fuera del continente remarcan como
principal gen de resistencia a las quinolonas a gnrS, por ejemplo Khosravi et al.
(2025) en Irdn, reportan hasta una prevalencia del 85.1% de este gen en los aislados
de K. pneumoniae, pero ademas una coexistencia con otros genes como aac(6') y
gnrB lo que confiere multiresistencia, declaran también que estos genes son

facilmente movilizados por plasmidos, pero los mismos no fueron caracterizados.

5.5.4 MLS (MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y
ESTREPTOMICINAS)

Para los macrdlidos, lincosamidas y estreptomicinas, se identificaron genes como
mphA (12 cepas), mphEy msrE (3 cepas cada uno). Se puede validar estos resultados
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con la revision de Nor Amdan et al. (2024), en donde sefiala que mphA es
frecuentemente encontrada en bacterias gramnegativas siendo el gen mads
documentado en aislados clinicos de K. pneumoniae resistentes a macrélidos, por
otro lado, mphE es mas descrito en otras enterobacterias como Pseudomonas, lo
que refuerza la transmision horizontal de genes de resistencia entre bacterias. Estos
dos genes tienen la capacidad de codificar fosfotransferasas que inactivan

antibidticos como la eritromicina.

La transferencia horizontal de genes también se evidencia con el gen msrE por
ejemplo en el reporte de Herndndez et al. (2021), en donde se sefiala que este gen
fue encontrado en el plasmido pMS38020XARMA del tipo IncM2, y estaba en
conjunto con otros genes como mphE. En el mismo plasmido también se localizé

genes como bla-OXA-48, armA, sull, gacEA1 y un ant(3")-la truncado.

5.5.5 GENES DE MULTIRESISTENCIA

La multiresistencia se da a entender por genes que confieren resistencia a mas de
un solo tipo de antibidtico a la vez (ejemplo a los betalactdmicos y sulfonamidas),
en el analisis pangendmico se encontraron este tipo de genes. Presencia principal
del gen ibcr, encontrado en 22 cepas seguido por ramr en 4. Ambos con
mecanismos distintos de resistencia, el uno es una acetiltransferasa capaz de
modificar antibioticos mientras que el otro es un regulador de bombas de expulsion
de tipo RND. Como ya se ha discutido, es posible que mas de un solo gen esté
presente en las cepas, y mas cuando se trata de especies provenientes de dmbitos
clinicos; en una primera caracterizacidén realizada por Garcia-Fulgueiras et al.
(2020), se evidencia justamente la combinacién similar de genes como KPC, gnrB e
ibcr (identificado en la investigacion como aac(6')-1b-cr), lo que confiere resistencias
para carbapenémicos, quinolonas, fluoroquinolonas y aminoglicésidos, siendo
estos dos ultimos por parte del gen ibcr. Por el lado del gen ramR, estudios como el
de Yu et al. (2024), reportan su prevalencia y alta relevancia clinica, al haber sido
identificado en el 17% de los aislados de K. pneumoniae , en contraste con el 8%
encontrado en este estudio. Las distintas mutaciones detectadas en RAMR
provocaron incrementos significativos en la resistencia a eravaciclina (fluorociclina),
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asi como a tetraciclinas de primera, segunda y tercera generacion (tetraciclina,
tigeciclina y minociclina), ademas de levofloxacina (fluoroquinolona). Asimismo, se
observé que dichas mutaciones contribuyeron al aumento en la persistencia

bacteriana y en la patogenicidad dentro del huésped.

5.5.6 FENICOLES

Tras el analisis pangendmico de Panaroo, se identificaron en total tres genes
relacionados a la resistencia contra fenicoles. catA codifica para una
acetiltransferasa de cloranfenicol y estuvo presente en siete cepas. Actualmente no
se han encontrado estudios recientes asociados a este gen con en Latinoamérica.
Estudios realizados en Salmonella encontrada en carne cruda, indican la presencia
de diferentes genes de resistencia a antibidticos, como TEM, gyrA y por ultimo
catAl, el cual fue hallado en el 63.6% en Pakistan. Esta evidencia es importante ya
gue posibilita la idea de movimientos genéticos con estas secuencias de resistencia
(Fatima et al., 2023). Esto se puede complementar con lo descrito por Shankar et al.
(2020), quienes advierten sobre la emergencia de cepas hipervirulentas que,
aungue suelen ser sensibles a los antibidticos, se transmiten con gran facilidad. No
obstante, la adquisicién de genes como catA podria representar un riesgo adicional,

al dificultar su tratamiento efectivo.

Estudios recientes han reportado que la prevalencia conjunta de los genes catA y
cmlA alcanza aproximadamente el 41.1% de los aislados analizados. Sin embargo,
un hallazgo particularmente relevante es que, a pesar de la presencia de estos genes
de resistencia, muchas de las cepas resultaron fenotipicamente susceptibles al
cloranfenicol. Esta discrepancia se explicd por la presencia de inserciones de
elementos mdéviles, como IS5, en regiones regulatorias que silencian la expresién de
los genes de resistencia. Es posible que un fendmeno similar esté ocurriendo en los
aislados analizados en este estudio, considerando que los resultados obtenidos
mediante ResFinder indicaron que algunas cepas fueron clasificadas como
parcialmente susceptibles al cloranfenicol (Graf et al., 2024). El gen floR ha sido
documentado predominantemente en E. coli de origen alimentario, asociado a

plasmidos conjugativos como IncFIB e IncFIA en paises de América Latina como
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México, Colombia y Brasil (Babines-Orozco et al., 2024). En el presente estudio, la
deteccion de este gen en una Unica cepa podria indicar un evento de transferencia
horizontal reciente, reflejando la capacidad de diseminacién de elementos de

resistencia entre poblaciones bacterianas en distintos nichos ecoldgicos.

5.5.7 RIFAMPICINAS

En el analisis realizado, se detecté un Unico gen (Arr) asociado a resistencia a
rifampicina en once cepas. Este gen confiere resistencia mediante la modificacién
enzimdtica del antibidtico, un mecanismo conocido que afecta la eficacia
terapéutica. Aunque la rifampicina no es un antimicrobiano de uso habitual frente
a infecciones causadas por enterobacterias, debido a su propensién a inducir
resistencia de forma rdpida, su relevancia clinica se incrementa cuando estos genes
se incorporan en bacterias multirresistentes. La presencia de genes de la familia Arr
en Klebsiella spp. ha sido reportada previamente, como en el estudio de Wang et
al. (2023), donde se observé una prevalencia de hasta el 10.4% (10/96) en aislados
positivos para integrones de clase 1. En contraste, en el presente estudio se detecté
una prevalencia superior, alcanzando el 24.4% (11/45), lo que podria sugerir una
mayor presidn selectiva o una diseminacidn reciente de estos determinantes de

resistencia en las cepas analizadas.

5.5.8 SULFONAMIDAS

Para resistencia a sulfonamidas fueron hallados dos genes, sull (denominado
comunmente como sull), y sullll (sul3). Ambos codifican para dihidropteroato
sintasas resistentes a sulfonamidas, modificando la diana del farmaco. Se podria
decir que en es extremadamente comun encontrar a sull pues forma parte del
segmento conservado 3’ de los integrones de clase 1. Debido a esta organizacion
estructural, siempre que una bacteria de este género porte un integrdn de clase 1,
inevitablemente también llevard el gen sull asociado. Estudios como Wang et al.
(2023), han corroborado esta asociacion, al encontrar integrones del tipo intl1—
aadA2—gacEAl-sull directamente integrados en el cromosoma de cepas de K.

pneumoniae pertenecientes a clones clinicamente relevantes como ST11 y ST340.
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Esto subraya la importancia de sull no solo como marcador de integrones, sino
también como un determinante de resistencia persistente en las poblaciones

bacterianas hospitalarias.

Por parte del gen sul3, en Brasil, una investigacién enfocada en aislados productores
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) encontré la presencia de sul2 en el
83.3% (10/12) de los casos, y de sul3 en el 41.6% (5/12) de los aislados analizados
(Carvalho et al., 2021). Al contrastarlo con los resultados obtenidos en el presente
estudio, se observa una prevalencia considerablemente menor de sul3,
detectandose Unicamente en el 6.66% (3/45) de los aislados. Esta diferencia podria
reflejar variaciones geograficas en la distribucién de determinantes de resistencia a
sulfonamidas o diferencias en los tipos de integrones y elementos genéticos moviles

presentes en las cepas estudiadas.

5.5.9 TETRACICLINAS

En el analisis de los aislados de se identificaron genes relacionados a tetraciclinas,
especificamente tetR, que es un represor transcripcional mientras que tetA y tetD
codifican para las bombas de expulsion tipo MFS. Solo se ha encontrado un estudio
reciente proveniente de Latinoamérica, especificamente de Brasil, donde se
reporté plasmidos con los genes de resistencia tetR y tetD en un plasmido
identificado como p114PB_|I, aislado de un clon ST273 de K. pneumoniae Hasta la
fecha, no se han encontrado otros estudios en la regidn que reporten la asociaciéon
de tetR con tetA . Por tanto, en el presente trabajo se documenta la co-deteccién
de los genes tetR y tetA en aislados de Klebsiella, lo cual representa un hallazgo
novedoso y relevante para el conocimiento de los mecanismos de resistencia en
poblaciones locales, sugiriendo la conservacién de un médulo funcional de

regulacién y expulsion de tetraciclinas (Silva et al., 2022).

5.5.10 TRIMETOPRIMA

Adicionalmente en el analisis también se encontré genes dfrA, los cuales codifican

para una dihidrofolato reductasa resistente a la trimetoprima, permitiéndole
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sobrevivir a la bacteria y seguir dividiéndose, pues este antibidtico inhibe la
actividad de DFHR normal. Se asocian a integrones de clase 1, igual que las ya
mencionadas sulfonamidas, detectdndose cominmente juntas, esto se puede
confirmar con el estudio realizado en Brasil, en zonas aledafias a la amazonia,
donde se encontré un gen de la familia dfrA (precisamente drfA14) asociado con el

gen sul2 (Fonseca et al., 2023).
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Tabla 7.- Lista de genes (y variantes) asociados a resistencia a los aminoglicésidos identificados en los genomas analizados. Fuente: El autor

(2025).

N° Cepas | Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
N- il f
22 aac6-PRIME | AAC6-PRIME (MEG_331) acetiltransferasas de ACCESSORY
aminoglucésidos
APH3-DPRIME O-fosfotransferasas de
18 h3-DPRIME . ACCESSORY
ap (MEG_1057) aminoglucésidos
18 aac3 AAC3 (MEG_64) N-acetiltransferasas de ACCESSORY
aminoglucésidos
17 aphé APH6 (MEG_1086) O-fosfotransferasas de ACCESSORY
aminoglucésidos
APH3-PRIME O-fosfotransferasas de
11 h3-PRIME . ACCE RY
aph3 (MEG_1079) aminoglucésidos CCESSO
ANT3-DPRIME O-nucleotidiltransferasas de
4 t3-DPRIME . ACCESSORY
an (MEG_915) aminoglucésidos
3 aac3 AAC3 (MEG_51) N-acetiltransferasas de ACCESSORY
aminoglucésidos
-fosf f
3 aph4 APH4 (MEG_1082) O-fosfotransferasas de ACCESSORY
aminoglucésidos
ANT3-DPRIME O-nucleotidiltransferasas de
-DPRIME ACCE RY
3 ant3 (MEG_975) aminoglucésidos CCESSO
3 armA ARMA (MEG_1120) Metlltransferasaiglsel ARN ribosomal ACCESSORY
1 rmtG RMTG (MEG_6073) Metlltransferasaiglsel ARN ribosomal SINGLETON
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Tabla 8.- Genes asociados a mecanismos de resistencia frente a Betalactdmicos identificados en los genomas analizados. Fuente: El autor

(2025).

N° Cepas | Nombre funcional | ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
25 bla-CTX CTX (MEG_2414) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
25 bla-CTX CTX (MEG_2263) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
25 bla-TEM TEM (MEG_6863) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
21 bla-KPC KPC (MEG_3508) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
13 bla-OXA OXA (MEG_4980) Clase D de betalactamasas ACCESSORY

5 bla-OXA OXA (MEG_5159) Clase D de betalactamasas ACCESSORY
3 bla-CMY CMY (MEG_1834) Clase C de betalactamasas ACCESSORY
3 bla-OXA OXA (MEG_5255) Clase D de betalactamasas ACCESSORY
2 bla-OXY OXY (MEG_5311) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
2 bla-GES GES (MEG_3129) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
2 bla-SHV SHV (MEG_6485) Clase A de betalactamasas ACCESSORY
1 bla-OXA OXA (MEG_4977) Clase D de betalactamasas SINGLETON
1 bla-OXA OXA (MEG_4770) Clase D de betalactamasas SINGLETON

Tabla 9.- Genes asociados a la resistencia de quinolonas identificados mediante BLAST. Fuente: El autor (2025).

N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
15 qnrB QNRB (MEG_5933) Proteina de resistencia a quinolonas Qnr ACCESSORY
7 qnrB QNRB (MEG_5977) Proteina de resistencia a quinolonas Qnr ACCESSORY
2 qgnrS QNRS (MEG_6020) Proteina de resistencia a quinolonas Qnr ACCESSORY
1 qnrE QNRE (MEG_6015) Proteina de resistencia a quinolonas Qnr SINGLETON
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Tabla 10.- Genes y sus variantes relacionados a mecanismos de resistencia de macrdlidos, lincosamidas y estreptomicinas (MLS). Fuente: El
autor (2025).

N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
12 mphA MPHA (MEG_4029) Fosfotransferasas de macrdlidos ACCESSORY
3 mphE MPHE (MEG_4044) Fosfotransferasas de macrdlidos ACCESSORY
B lsion AB - - i
3 msrE MSRE (MEG_4075) ombas'de expu.5|on Cde resnster'ma a macrélidos, ACCESSORY
lincosamidas y estreptograminas (MLS)

Tabla 11.- Genes asociados la multiresistencia de diferentes antibidticos detectados en el pangenoma de . Fuente: El autor (2025).

N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
22 iber IBCR (MEG_3286) Acetiltransferasa de multiresistencia (MDR) ACCESSORY
4 ramR RAMR (MEG_6045) Regulador de bombas de expulsion RND de MR ACCESSORY

Tabla 12.- Identificacién de genes de resistencia a antibidticos del grupo de los fenicoles en el pangenoma de Klebsiella spp. Fuente: El autor

(2025).
N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
7 catA CATA (MEG_1593) Acetiltransferasas de cloranfenicol ACCESSORY
4 cmliA CMLA (MEG_1771) Bombas de expulsion MFS de resistencia a fenicoles ACCESSORY
1 floR FLOR (MEG_2917) Bombas de expulsion MFS de resistencia a fenicoles SINGLETON
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Tabla 13.- Deteccién de genes de resistencia a rifampicina en aislados de Klebsiella spp. Fuente: El autor (2025).

Nombre funcional

ID funcional completo

Familia funcional

Tipo genoma

N° Cepas
11

arr

ARR (MEG_1132)

ADP-ribosiltransferasa Arr de resistencia a rifampicina

ACCESSORY

Tabla 14.- Genes asociados a mecanismos de resistencia a sulfonamidas detectadas en los genomas bacterianos analizados. Fuente: El autor

(2025).
N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma
17 sull SULI (MEG_6616) Sintetasas de dihidropteroato resistentes a sulfonamidas ACCESSORY
3 sulll SULIII (MEG_6639) Sintetasas de dihidropteroato resistentes a sulfonamidas ACCESSORY

Tabla 15.- Genes implicados en los mecanismos de resistencia a tetraciclinas obtenidos y detectados en los genomas analizados. Fuente: El

autor (2025).

Tipo genoma

N° Cepas | Nombre funcional | ID funcional completo Familia funcional
16 tetR TETR (MEG_7185) Represor transcripcional de tetraciclinas ACCESSORY
16 tetA TETA (MEG_7032) Bombas de expulsion tipo MFS asociadas a resistencia a tetraciclinas ACCESSORY
1 tetD TETD (MEG_7068) Bombas de expulsidn tipo MFS asociadas a resistencia a tetraciclinas ACCESSORY
Tabla 16.- Genes de resistencia a trimetoprima identificados en aislados de Klebsiella spp. Fuente: El autor (2025).

N° Cepas Nombre funcional ID funcional completo Familia funcional Tipo genoma

8 dfrA DFRA (MEG_2554) Dihidrofolato reductasa ACCESSORY

8 dfrA DFRA (MEG_2551) Dihidrofolato reductasa ACCESSORY
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5.6 TEMPEST

El andlisis de correlacién temporal realizado con la herramienta TempEst reveld la
existencia de siete muestras que divergian significativamente en comparacién con
los otros genomas. Estas muestras presentaron un patrén evolutivo distinto, lo que
sugiere diferentes alternativas del porqué, entre los cuales estan posibles eventos
de evolucién independiente o una mayor variabilidad temporal. El arbol filogenético

generado a partir de estas muestras, tras el andlisis temporal, fue el siguiente:

[£] TempEst - Last2.nhx
File Edit Help

(0 Bestfitting ook Sample Dates Tre€  Root-to-tip Residuals Node density

Function: |heristic residual mean squared

Do Tes bt

IDate range 3,0006 Colour
slope (rate) 1,21865-2
[XIntercept (TMR. .. 2018,8375
(Correlation Coeffi.. 0,072

R squared 1148252
Residual Mean Sq... |7,0018E-3

0.0

2oom: | ]
Line Weight: 15 Tips: | Names ~

Expansion: I Font Size: 6% Nodes: |None ~

(7] Align Tip Labels Order: | Off v Branches: |None ™

Tree loaded, 45 taxa, dated tips with range 3,01

Figura 7.- Captura de pantalla del programa TempEst, se muestra el arbol filogenético
construido en IQ-Tree con los cuarenta y cinco genomas. Fuente: El autor (2025).

Por bibliografia (véase Tabla 4), se encontré que para que un coeficiente de
correlacién sea aceptado se sugiere que esté en valores entre 0.4 y 0.6 (Duchéne et
al., 2016; Duchene et al., 2020; Menardo et al., 2019; Rambaut et al., 2016; Tay et
al., 2024); pues se demuestra una correlacidon entre el tiempo y la divergencia
genética. En este caso, el coeficiente obtenido era 0.107, lo cual indicaba la posible
presencia de factores que alteraban este coeficiente. Durante la revisién de las
pestafias "Root-to-tip" y "Residuals" en TempEst, se evidencié la presencia de
muestras outliers, las cuales afectaban negativamente la sefial temporal del
andlisis. Al examinar mas a fondo la informacion de estas siete muestras se
descubrié que cuatro de ellas pertenecian a especies diferentes dentro del mismo

género bajo estudio, lo que explicaba su divergencia temporal.
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Dated Tips
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Tree loaded, 45 taxa, dated tips with range 3,01

Figura 8.- Pestanas Root-to-tip (arriba) y Residuals (abajo) de la herramienta TempEst, se evidencia siete
genomas mas alejados del resto de muestras, asi como una pendiente débil. Fuente: El autor (2025).
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De estas muestras dos fueron pertenecientes a K. michiganensis, una de K.
aerogenes y la otra de K. quasipneumoniae. A pesar de que las otras tres muestras
eran de la especie predominante K. pneumoniae también fueron consideradas
outliers, por lo que se termind excluyendo los siete genomas. Las muestras
excluidas fueron: 19_GCF_029960345, 8 GCF_029960525, 28 GCF_029955765,
5_GCF_029956065, 18_GCF_029956165, 7_GCF_029960425 y 4_GCF_029960265.
Tras esto, se volvié a construir un arbol filogenético de maxima verosimilitud con
IQ-Tree, siguiendo el mismo modelo evolutivo y pardmetros anteriores, dando

como resultado con treinta y ocho muestras el siguiente arbol:

|£f TempEst - Last4_100.nhx
File Edit Help

[ Bestfitfing rogt Sample Dates Tree Root-to-tp Residuals Node density

Function: | heuristic residual mean squared -~

Dated Tips

Date range 3,0096
Slope (rate) 1,5681E-3
®-Intercept (TMR.... [2017,0675
Correlation Coeffi... |0,4641

R squared 0,2154
Residual Mean 5q... [5,7243E-6

Zoom: I -
Line Weight: s Tips: |Names v

Expansion: I Font Size: = Nodes: |None w

() lign Tip Labels Order: | Off - Branches: |None -

Tree loaded, 38 taxa, dated tips with range 3,01

Figura 9.- Arbol filogenético obtenido a partir de IQ-Tree, modelo HFK+F+, treinta y ocho genomas analizados,
visualizados en TempEst. Fuente: El autor (2025).

Al realizar un nuevo analisis sin considerar los outliers excluidos, se pudo observar
un mejoramiento considerable del coeficiente de correlacién pasando de 0.107 a
0.464, entrando en valores aceptables para un estudio de reloj molecular pasando

a la herramienta BEAUTI.
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5.7 BEAUTI

Tras el ajuste de los pardmetros en la herramienta BEAUTI, se generd el archivo XML
gue se ejecutd posteriormente en BEAST. Se recalca la importancia del archivo DAT

que se generd con anterioridad para afiadir las fechas de muestreo al XML.

5.8 BEAST

Tras la primera y segunda ejecucién de BEAST, se obtuvieron los tres archivos de
texto esperados OPS, LOG y el archivo tipo TREES. Fueron estos ultimo empleados

por Tracer y TreeAnnotator posteriormente.

5.9 TRACER

El archivo LOG generado por BEAST, fue analizado por la herramienta Tracer
permitiendo evaluar la convergencia de las cadenas MCMC y examinar las
distribuciones de los pardmetros del modelo, entre los resultados mas relevantes
estan: la convergencia muestra un tamano efectivo de muestra (ESS), adecuado
para la mayoria de los parametros como joint y likelihood, son 160 y 145,
respectivamente, lo que sugiere que las cadenas han alcanzado un equilibrio y son
representativas de la distribucidn posterior. En la Figura 10 y 11 se aprecia

completamente la captura de pantalla de Tracer.
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Figura 10.- Resultado del analisis del archivo LOG en la herramienta Tracer, se observa una buena estimacién

ESS. Fuente: El autor (2025).
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Figura 11.- Resultado de la segunda corrida de BEAST, el parametro cambiado fue el numero de iteraciones.

Fuente: El autor (2025).
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Dado que varios parametros mostraban valores de ESS cercanos o por debajo del
umbral recomendado de 200, se planted una nueva ejecucion del andlisis en BEAST,
incrementando el nimero de generaciones MCMC de 10 a 100 millones con el fin
de mejorar la mezcla de la cadena y obtener estimaciones mas robustas. Sin
embargo, como se observa en la Figura 11, los valores de ESS en esta segunda
corrida disminuyeron notablemente en comparacién con los obtenidos en la
ejecucion inicial. Este resultado sugiere que el aumento en la longitud del MCMC
no necesariamente garantiza una mejor exploracion del espacio posterior, lo cual
podria deberse a una mayor autocorrelacion entre muestras o a una mezcla
ineficiente de la cadena. Por esta razon, se optd por continuar con los resultados de

la primera corrida para las etapas posteriores del analisis.

5.10 FIGTREE

Tras la generacidn del drbol objetivo por TreeAnnotator, se utilizé la herramienta
FigTree para su visualizacidn, adicionalmente se hizo ajustes tanto en las pestanas
de Time Scale asi como en Scale Axis para que se pueda observar la calibracién

temporal.
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Figura 12.- Se muestra el arbol filogenético calibrado en el tiempo generado a partir del alineamiento de genes del genoma central (core genome) de aislamientos
del género Klebsiella, empleando el enfoque Bayesiano implementado en BEAST. Fuente: El autor (2025).
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5.10.1 PRIMERA RAMA

En el arbol filogenético se identificd un clado compuesto por once cepas altamente
relacionadas, todas ellas aisladas en el Hospital Dr. Roberto Gilbert de Guayaquil,
Ecuador, entre los afios 2020 y 2022. La agrupacién incluye cepas recolectadas en
fechas muy cercanas, principalmente durante la segunda mitad del aifio 2020, con
algunas extensiones hacia enero de 2021 y comienzos de 2022. La baja divergencia
genética observada entre las secuencias, junto con su procedencia comun y
proximidad temporal, sugiere con fuerza la existencia de un evento clonal sostenido
en esta institucidon. Este patrén filogenético es caracteristico de procesos de
transmisién intrahospitalaria prolongada, probablemente favorecidos por
condiciones epidemioldgicas estables o insuficientes medidas de contencién. La
disposicion compacta del clado, con ramas cortas y paralelas, refuerza la hipétesis
de que este linaje se mantuvo circulando activamente en el hospital durante al
menos dieciocho meses. Cruzando la informaciéon con los genes de resistencia, se
identificaron genes con alta prevalencia en las cepas analizadas. Destacaron
principalmente CTX, con 14 coincidencias acumuladas, TEM, aac(3), aph(3’)-
DPRIME, y qnrB, todos con al menos seis a siete coincidencias dentro del grupo en
estudio. Esta coincidencia entre los perfiles de resistencia y la cercania filogenética
observada refuerza la hipdtesis de una transmisidén clonal sostenida en el tiempo,
con un probable intercambio limitado de variantes genéticas y presidn selectiva

compartida (véase Tabla 18).
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Tabla 17.- Descripcidn de los aislados de K. pneumoniae, primera rama. Fuente: El

autor (2025).

LUGAR FECHA CODIGO
Guayaquil 1007 2020 1 GCF_036937565
Guayaquil 10 07 2020 2_GCF_036937525
Guayaquil 610 2020 3_GCF_036937785
Guayaquil 6 102020 4 GCF_036937545
Guayaquil 14 10 2020 5 _GCF_036937585
Guayaquil 1011 2020 8_GCF_036937735
Guayaquil 1011 2020 9_GCF_036937725
Guayaquil 1411 2020 10_GCF_036937635
Guayaquil 1411 2020 11_GCF_036937675
Guayaquil 7012021 12_GCF_036937625
Guayaquil 1101 2022 14_GCA_036937665

Tabla 18.- Cruce entre las cepas pertenecientes a la primera rama y los genes de

resistencia. Fuente: El autor (2025).

ID funcional completo N° Cepas Coincidencias
CTX (MEG_2414) 25 7
CTX (MEG_2263) 25 7
TEM (MEG_6863) 25 7
AAC3 (MEG_64) 18 7

APH3-DPRIME (MEG_1057) 18 7
QNRB (MEG_5933) 15 7
APH6 (MEG_1086) 17 6
TETR (MEG_7185) 16 3
TETA (MEG_7032) 16 3

AAC6-PRIME (MEG_331) 22 2
IBCR (MEG_3286) 22 2
OXA (MEG_4980) 13 2
KPC (MEG_3508) 21 1
DFRA (MEG_2554) 8 1
OXA (MEG_5159) 5 1
RAMR (MEG_6045) 4 1
RMTG (MEG_6073) 1 1

5.10.2

SEGUNDA RAMA

El segundo clado filogenético estd compuesto por 20 cepas de K. pneumoniae ,

recolectadas entre noviembre de 2020 y junio de 2023 en diversas ciudades del
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Ecuador, principalmente Quito, pero también en Guayaquil, Cuenca y Atacames.
Esta agrupacion incluye aislamientos de multiples instituciones, como el Hospital
Dr. Roberto Gilbert, el Hospital del Rio y el Hospital de Especialidades Eugenio
Espejo, ademas de laboratorios de diagndstico privados. La distribucion geografica
y temporal de estas cepas, sumada a su agrupamiento filogenético cercano, sugiere
la existencia de un linaje con amplio alcance epidemiolédgico, posiblemente
diseminado a través de redes hospitalarias, circulacion comunitaria o movilizacién
interregional de pacientes. La persistencia de este clado durante un periodo de mas
de dos ainos refuerza su relevancia en términos de vigilancia gendmica, ya que
podria estar asociado a una mayor adaptabilidad, diseminacién sostenida o
presencia de determinantes genéticos de interés clinico. El patrén del arbol muestra
una topologia mas abierta que en la primera rama, consistente con una evolucidn
mas heterogénea pero aun conectada por un ancestro comun relativamente

reciente.
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Tabla 19.- Descripcién de los aislados de K. pneumoniae, segunda rama. Fuente: El

autor (2025).

LUGAR FECHA CODIGO
Guayaquil 10112020 7_GCF_036937745
Guayaquil 14 102021 13_GCF_036937655

Quito 10112021 3_GCF_029956145

Cuenca 23112021 6_GCF_029956185

Quito 2312 2021 9_GCF_029956095

Quito 401 2022 10_GCF_029956045

Quito 8012022 11_GCF_029955985

Quito 23012022 12_GCF_029955965

Quito 2901 2022 13_GCF_037402565

Quito 3101 2022 14_GCF_029956125
Guayaquil 3022022 16_GCF_029956195

Quito 1002 2022 17_GCF_029955935

Quito 1303 2022 20_GCF_029955875
Guayaquil 1903 2022 21_GCF_029956205

Quito 1903 2022 22_GCF_029955895

Quito 28 03 2022 23_GCF_029955815

Quito 104 2022 24_GCF_029955825

Quito 804 2022 25_GCF_029955695

Quito 804 2022 26_GCF_029955665

Quito 14 04 2022 27_GCF_030016835
Atacames 14 06 2023 2_GCF_041699175

Por medio del cruce de informacidn con los genes de resistencia, se identificaron
multiples determinantes con alta coincidencia en las cepas pertenecientes a la
segunda rama del arbol filogenético. Entre los genes mas prevalentes destacaron
CTX, TEM, KPC, aac(6’)-PRIME, ibcr y aph(3’)-DPRIME, todos con mds de 10
coincidencias en el grupo. Estos genes codifican mecanismos de resistencia frente
a B-lactamicos, aminoglucésidos y macrdlidos, y su recurrencia dentro de un mismo
linaje filogenético sugiere una presiéon selectiva compartida y una posible

propagacion clonal prolongada entre las cepas pertenecientes a esta rama.
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Tabla 20.- Obtencidon de genes mas relevantes para la segunda rama por cruce de

informacidon. Fuente: El autor (2025).

ID funcional completo N° Cepas Coincidencias
IBCR (MEG_3286) 22 13
AAC6-PRIME (MEG_331) 22 13
CTX (MEG_2414) 25 11
TEM (MEG_6863) 25 11
KPC (MEG_3508) 21 11
CTX (MEG_2263) 25 10
SULI (MEG_6616) 17 10
MPHA (MEG_4029) 12 10
OXA (MEG_4980) 13 10
TETR (MEG_7185) 16 9
TETA (MEG_7032) 16 9
APH3-DPRIME (MEG_1057) 18 7
APH6 (MEG_1086) 17 7
DFRA (MEG_2551) 8 7
APH3-PRIME (MEG_1079) 11 6
CATA (MEG_1593) 7 6
AAC3 (MEG_64) 18 5
QNRB (MEG_5933) 15 5
ARR (MEG_1132) 11 5
CMLA (MEG_1771) 4 4
ANT3-DPRIME (MEG_915) 4 4
ANT3-DPRIME (MEG_975) 3 3
APH4 (MEG_1082) 3 3
RAMR (MEG_6045) 4 3
AAC3 (MEG_51) 3 3
OXA (MEG_5255) 3 3
SULIII (MEG_6639) 3 3
OXA (MEG_5159) 5 2
DFRA (MEG_2554) 8 2
SHV (MEG_6485) 2 2
GES (MEG_3129) 2 2
QNRB (MEG_5977) 7 1
QNRS (MEG_6020) 2 1
OXA (MEG_4977) 1 1
OXA (MEG_4770) 1 1
TETD (MEG_7068) 1 1
FLOR (MEG_2917) 1 1
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5.10.3 TERCERA RAMA

La tercera agrupacion filogenética estd conformada por seis cepas de K.
pneumoniae , recolectadas entre octubre de 2020 y julio de 2023 en tres ciudades
del pais: Guayaquil, Quito y Atacames. Llas cepas 6 _GCF 036937535 vy
15_GCF_030016955 provienen de Guayaquil, mientras que 1_GCF_029955805 y
2 GCF_029955685 fueron aisladas en Quito, y las muestras 1_GCF_041689855 y
3_GCF_041699275 fueron recolectadas recientemente en Atacames, en la
provincia de Esmeraldas. En el arbol, estas cepas se posicionan en ramas periféricas
y mas distantes con respecto a los clados principales, lo cual indica una mayor
divergencia genética. Este patrén sugiere la evolucién de linajes independientes,
posiblemente desarrollados en entornos distintos a los hospitalarios tradicionales o
introducidos desde contextos comunitarios no previamente caracterizados. La
prolongacién temporal de los aislamientos y su distribucién geografica
relativamente amplia respaldan la hipdtesis de circulacidon local diferenciada,
evolucién prolongada en reservorios o multiples eventos de introduccién. Estas
cepas podrian representar genotipos raros, emergentes o persistentes que han
escapado a los patrones de transmisién dominantes documentados en otros

hospitales.

Tabla 21.- Descripcién de los aislados de K. pneumoniae, tercera rama. Fuente: El autor
(2025).

LUGAR FECHA CODIGO
Guayaquil 14 10 2020 6_GCF_036937535

Quito 5112021 1_GCF_029955805

Quito 8112021 2_GCF_029955685
Guayaquil 31012022 15_GCF_030016955
Atacames 30052023 1_GCF_041698955
Atacames 14 07 2023 3 GCF_041699275

A partir del andlisis conjunto con los perfiles de resistencia, se identificaron varios genes
con alta coincidencia entre las cepas que conforman la tercera rama filogenética.

Destacaron CTX, aph(3’)-DPRIME y aph6, presentes en al menos cuatro cepas, seguidos
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por tetR, aac(6’)-PRIME, sull, ibcry tetA, con tres coincidencias cada uno. La recurrencia

de estos determinantes en cepas filogenéticamente cercanas sugiere un linaje

compartido con mecanismos de resistencia similares, posiblemente favorecidos por

condiciones selectivas comunes en su entorno clinico.

Tabla 22.- Genes de resistencia con mayor coincidencia en las cepas de la tercera rama

filogenética. Fuente: El autor (2025).

ID funcional completo N° Cepas Coincidencias
CTX (MEG_2263) 25 4
APH3-DPRIME (MEG_1057) 18 4
APH6 (MEG_1086) 17 4
CTX (MEG_2414) 25 3
TETR (MEG_7185) 16 3
AAC6-PRIME (MEG_331) 22 3
SULI (MEG_6616) 17 3
IBCR (MEG_3286) 22 3
TETA (MEG_7032) 16 3
QNRB (MEG_5933) 15 2
AAC3 (MEG_64) 18 2
KPC (MEG_3508) 21 2
DFRA (MEG_2554) 8 2
ARR (MEG_1132) 11 2
TEM (MEG_6863) 25 1
OXA (MEG_4980) 13 1
APH3-PRIME (MEG_1079) 11 1
MPHA (MEG_4029) 12 1
DFRA (MEG_2551) 8 1
QNRS (MEG_6020) 2 1
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6. CONCLUSIONES

Se analizaron 45 genomas de Ecuador, encontrandose que todas las cepas portaban
genes de resistencia antimicrobiana, sin identificarse genomas sensibles. Estos
resultados destacan la necesidad de fortalecer la vigilancia gendmica frente a la

expansion de bacterias multirresistentes en el pais.

La comparacién gendmica a través de alineamientos multiples de secuencias
(MAUVE, MAFFT) y el analisis pan-gendmico (Panaroo) permitié identificar una alta
conservacién en regiones centrales del genoma, contrastada con una notable
variabilidad en regiones accesorias. Estos resultados reflejan la capacidad de para
adaptarse mediante la adquisicién de nuevos elementos genéticos, posiblemente

impulsados por presiones ambientales y clinicas locales.

Se identificaron trece mecanismos moleculares distintos de resistencia a
antibidticos, ademas de un mecanismo de regulacidn genética asociado a bombas
de expulsidn de tetraciclinas (tetR), cuya co-deteccién junto a tetA no habia sido
previamente reportada en Latinoamérica. Los mecanismos afectan diez clases de
antibidticos, incluyendo aminoglucésidos, B-lactamicos, quinolonas, macrélidos-
lincosamidas-estreptomicinas (MLS), sulfonamidas, tetraciclinas, fenicoles,
rifampicinas, trimetoprima y genes de multiresistencia. La amplia diversidad
genética observada, que comprende modificaciones enzimaticas, metilaciones
ribosomales, bombas de expulsidon y mutaciones en dianas moleculares, junto con

la deteccién de reguladores asociados a la expresion de resistencia.

El analisis espacial y temporal de las cepas mediante mapeo geografico y técnicas
de reloj molecular permitié identificar agrupaciones regionales diferenciadas, asi
como linajes clonales y patrones de diseminacidon sostenida. La reconstruccion
filogenética calibrada temporalmente reveld la dindmica evolutiva reciente de en
Ecuador, aportando informacion critica para el disefio de estrategias de control

epidemioldgico adaptadas a cada region.
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Anexo 1.- Alineamiento de los genomas correspondientes al afio 2022 solo
de K. pneumoniae. Se observan mds fragmentaciones y cambios en el
orden de las secuencias, lo que indica una mayor variabilidad entre las
cepas analizadas ese ano. Fuente: El autor (2025).
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Anexo 2.- Alineamiento de genomas correspondientes al afio 2023. Aunque se analizaron menos
cepas, se observaron varios cambios en la posicidn y orientacidn de los fragmentos, lo que sugiere
diferencias estructurales relevantes entre los genomas. Fuente: El autor (2025).
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Anexo 3.- Captura de pantalla de la herramienta BEAUti, en la pestafia de configuracién de fechas (Tip Dates). Se muestran las
fechas de muestreo asignadas a cada cepa, expresadas en formato decimal, junto con los valores de incertidumbre y la altura
relativa empleada para la calibracion temporal en BEAST. Fuente: El autor (2025).
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Cepa codificada Fecha
1_GCF_029955805 | 5112021
1_GCF_036937565 |10 07 2020
1_GCF_041698955 |30 052023
10_GCF_029956045 | 4 01 2022
10_GCF_036937635 | 14 11 2020
11_GCF_029955985 | 8 01 2022
11_GCF_036937675 | 14 11 2020
12_GCF_029955965 | 23 01 2022
12_GCF_036937625 | 701 2021
13_GCF_036937655 | 1410 2021
13_GCF_037402565 | 29 01 2022

14 _GCA_036937665 | 11 01 2022
14 _GCF_029956125 | 31 01 2022
15_GCF_030016955 |31 01 2022
16_GCF_029956195 | 302 2022
17_GCF_029955935 | 10 02 2022
18_GCF_029956165 | 25 02 2022
19_GCF_029960345 | 2 03 2022
2_GCF_029955685 | 8112021
2_GCF_036937525 | 1007 2020
2_GCF_041699175 |14 06 2023
20_GCF_029955875 | 13 03 2022
21 _GCF_029956205 | 19 03 2022
22_GCF_029955895 | 19 03 2022
23_GCF_029955815 | 28 03 2022
24 GCF_029955825 | 104 2022
25_GCF_029955695 | 8 04 2022
26_GCF_029955665 | 8 04 2022
27_GCF_030016835 | 14 04 2022
28 GCF_029955765 | 17 04 2022
3_GCF_029956145 | 10112021
3_GCF_036937785 | 6102020
3_GCF_041699275 |14 07 2023
4 GCF_029960265 |16112021
4 GCF_036937545 | 6102020
5_GCF_029956065 |21 112021
5_GCF_036937585 | 14 10 2020
6_GCF_029956185 |23 112021
6_GCF_036937535 | 14 10 2020
7_GCF_029960425 | 512 2021
7_GCF_036937745 | 10 11 2020
8 GCF_029960525 | 5122021
8 GCF_036937735 | 1011 2020
9 GCF_029956095 |23 122021
9 GCF_036937725 | 10112020

Anexo 4.- Fechas de muestreo de las distintas cepas. Estas fechas fueron obtenidas a
partir de los metadatos de cada muestra y empleadas en la construccion del archivo
DAT para su uso en BEAUTI. Fuente: El autor (2025).
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Ty FeuAsen

|£] BEAUt - BEAUTI1 — a
File Edit Help

Partitions Taxa Tips Traits Sit®5 Clocks Trees States Priors Operators MCMC

Substitution Model MNudeotide Substitution Model - default

Substitution Model: HIY
Base frequencies: Estimat... ..
Site Heterogeneity Model: Invariant Sites ~
Mumber of Gamma Categories: 4
Partition into codon positions: off ~
Link/Unlink parameters:
Unlink substitution rate parameters across codon positions

Unlink rate heterogeneity model across codon positions

Unlink base frequencies across codon positions

Use Yang36 model

Use SRD0& model

Clone Settings...

Data: 38 taxa, 1 partition £ Generate BEAST File...

Anexo 5.- Captura de pantalla de la herramienta BEAUti, en la pestafa Sites, donde se configurd el modelo de sustitucién HKY. Esta

seccion permite definir las caracteristicas del modelo evolutivo utilizado en el andlisis filogenético. Fuente: El autor (2025).
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| £ BEAUL - BEAUTI1
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators MCMC

Parameter Prior Bound Description

kappa *LogMarmal [1, 1.25], initial=2 [0, oa] HKY transition-transversion parameter
frequencies *Dirichlet [1,1] [, oo] base frequencies

plny *Uniform [0, 1], initial=0.5 [0, 1] proportion of invariant sites parameter
ucld. mean * Approx. Reference Prior, initial=... ||[0, o] uncorrelated lognormal relaxed dodk mean
ucld. stdev * Exponential [0.333333], initial=0... [0, o] uncorrelated lognormal relaxed dock stdev
treeModel.rootHeight * Using Tree Prior in [3.009643, oa] 3.009649, o] |root height of the tree

constant.popSize * LogMNormal [0, 1], initial=1 [0, oa] coalescent population size parameter

Link parameters together Link parameters into a hierarchical medel | Unlink parameters
*Marked parameters currently have a default prior distribution. You should check that these are appropriate.

Data: 38 taxa, 1 partition ¥ Generate BEAST File...

Anexo 6.- Vista de la pestaia Priors en BEAUti, donde se definen las distribuciones a priori para los parametros del modelo. En este analisis
se mantuvieron las configuraciones por defecto asignadas automaticamente por la herramienta. Fuente: El autor (2025).
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|£:| BEAUti - BEAUTI1 - a X
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators McMC

n Auto Optimize | Operator mix: | custom operator mix e

Inuse Operateson Type Tuning Weight Description
@ |Multiple adaptiveMultivariate 1.0 30.0 Adaptive Multivariate Normal
n kappa scale 0.75 1.0 HKY transition-transversion parameter
@ | frequendes deltaExchange 0.01 1.0 frequencies
B |rwPlnv randomWalkLogit 0.75 1.0 Random walk on pInv in logit space
@ |udd.mean scale 0.75 3.0 uncorrelated lognormal relaxed dock mean
B |udd.stdev scale 0.75 3.0 uncorrelated lognormal relaxed dock stdev
@ | UCLD mean and heights upDown 0.75 3.0 Scales UCLD mean inversely to node heights of the tree
@ | branchRates.categories swap 1.0 10.0 Performs a swap of branch rate categories
@ | branchRates.categories integerUniform 1.0 10.0 Performs an integer uniform draw of branch rate categories
O |[Tree subtreeSlide 1.0 30,0 Performs the subtree-slide rearrangement of the tree
[ |Tree narrowExchange nfa 30.0 Performs local rearrangements of the tree
[ |Tree wideExchange nfa 3.0 Performs global rearrangements of the tree
[ |Tree wilsonBalding nfa 3.0 Performs the Wilson-Balding rearrangement of the tree
@ | treeModel.rootHeight scale 0.75 3.0 root height of the tree
(0 |Internal node heights uniform nfa 30.0 Draws new internal node heights uniformally
B |Tree subtreeleap 1.0 3a.0 Performs the subtree-eap rearrangement of the tree
B |Tree fixedHeightSPR 1.0 3.8 Performs the fixed-height subtree prune regraft of the tree
n constant. popSize scale 0.75 3.0 coalescent population size parameter
Data: 38 taxa, 1 partition ¥ Generate BEAST File...

Anexo 7.- Vista de |la pestafia Operators en BEAUti, donde se definen los movimientos aplicados a cada parametro durante la simulacion
MCMC. En este analisis se mantuvo la configuraciéon sugerida por el programa, utilizando el esquema de operadores por defecto con la
opcioén Auto Optimize habilitada para ajustar automaticamente los valores durante la ejecucién. Fuente: El autor (2025).
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|£:| BEAUti - BEAUTI1 _ a %
File Edit Help

Partiions Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators MCMC

Length of chain: 10000000
Echo state to screen every: 1000
Log parameters every: 1000
Checkpoint every: 1000000
File name stem:  Klebsiella_Def_core_gene

@ Add txt suffix

Log file name: Klebsiella Def core_gene.log.txt

Trees file name: Klebsiella Def core_gene.trees

Checkpoint file name: Elebsi ella Def core_ gene.chkpt
] Create tree log file with branch length in substitutions:
Substitutions trees file name:
@ Create operator analysis file:

Operator analysis file name: Klebsiella Def core_gene.ops.txt

Data: 38 taxa, 1 partition ¥ Generate BEAST File...

Anexo 8.- Pestafia MCMC de BEAUTi, utilizada para definir la longitud de la cadena, la frecuencia de muestreo y los archivos de salida del
analisis. En este caso, se establecid una cadena de 10 millones de iteraciones y se generaron los archivos de log, arboles y puntos de control.
Fuente: El autor (2025).
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Anexo 9.- Visualizacion del alineamiento multiple de seis genomas mediante Mauve. Los
recuadros sefialan regiones con evidencia de reordenamientos e inversiones. Estas se
manifiestan como bloques alineados en diferentes posiciones entre cepas o invertidos
en orientacion. La variacion en el orden y orientacién de estos bloques refleja
diferencias estructurales significativas a nivel gendmico, propias de regiones no
conservadas o sujetas a reorganizacion evolutiva. Fuente: El autor (2025).
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