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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una amenaza creciente
para la salud publica global, especialmente en bacterias Gram negativas como
Klebsiella pneumoniae. Esta tesis aborda la epidemiologia molecular de cepas
clinicas de K. pneumoniae aisladas en hospitales de Chile, co-portadoras de
genes que codifican metiltransferasas de ARNr 16S (16S-RMTasas) y
carbapenemasas.

Se analizaron 36 cepas co-portadoras de 16S-RMTasas y carbapenemasas
mediante PCR convencional, ERIC-PCR y, secuenciacion del genoma completo.
La co-portacion mas prevalente fue rmtC junto con blanpm-1.

El analisis filogenético evidencié una diversidad de linajes en las cepas co-
portadoras, destacando el ST25 como el predominante en Chile y el ST258 en
Sudameérica. Se identificaron plasmidos conjugativos tipo IncC co-portadores de
rmtC y blanom-1, mientras que blakpc-2y blavim-2 no se encontraron co-portados en
el mismo plasmido que rmtC y rmtD2, respectivamente. El gen blavim-2 se detectd
en un plasmido del rep-cluster 435, sin grupo de incompatibilidad determinado.
En total, se reconstruyeron 29 plasmidos putativos, lo que evidencié una amplia
diversidad de plataformas genéticas.

Estos resultados sugieren que la diseminacion de genes de resistencia esta
mediada por multiples elementos genéticos moviles, varios de ellos con
capacidad de transferencia horizontal. La co-portacion de 16S-RMTasas y
carbapenemasas representa un desafio terapéutico significativo, especialmente
en entornos hospitalarios. Este estudio contribuye al fortalecimiento de la
vigilancia genomica y a la optimizacion de estrategias de control de K
pneumoniae multirresistente, mediante una caracterizacién epidemioldgica y

genomica.




ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) represents a growing threat to global public
health, especially in Gram-negative bacteria such as Klebsiella pneumoniae. This
thesis addresses the molecular epidemiology of clinical strains of K. pneumoniae
isolated in Chilean hospitals, co-carrying genes encoding 16S rRNA
methyltransferases (16S-RMTases) and carbapenemases.

Thirty-six strains co-carrying 16S-RMTases and carbapenemases were analyzed
using conventional PCR, ERIC-PCR and whole genome sequencing. The most
prevalent co-carriage was rmtC together with blanpwm-1.

Phylogenetic analysis revealed a diversity of lineages in the co-carrying strains,
with ST25 being the predominant one in Chile and ST258 in South America. IncC-
type conjugative plasmids co-carrying rmtC and blanom-1 were identified, while
blakpc-2 and blaviv-2 were not found co-carried on the same plasmid as rmtC and
rmtD2, respectively. The blaviv-2 gene was detected in a rep-cluster 435 plasmid,
with no determined incompatibility group. In total, 29 putative plasmids were
reconstructed, revealing a wide diversity of genetic platforms.

These results suggest that the spread of resistance genes is mediated by multiple
mobile genetic elements, several of which have the capacity for horizontal
transfer. The co-carriage of 16S-RMTases and carbapenemases represents a
significant therapeutic challenge, especially in hospital settings. This study
contributes to strengthening genomic surveillance and optimizing control
strategies for multidrug-resistant K. pneumoniae through epidemiological and

genomic characterization.




INTRODUCCION

Resistencia antimicrobiana en clinica

La resistencia de las bacterias a compuestos quimicos denominados
antimicrobianos es un fendmeno evolutivo (Baquero et al., 2021). Este proceso
implica la seleccion de células bacterianas que poseen la capacidad de expresar
mecanismos de resistencia y, posteriormente, dar origen a linajes con dichas
caracteristicas (Baquero et al., 2021). Ahora bien, la definicién de una bacteria
resistente a un antimicrobiano es un concepto complejo (Pitchforth et al., 2023).
En la clinica, una bacteria se considera resistente a un antimicrobiano cuando las
probabilidades de éxito de un tratamiento farmacoldgico frente a esta son bajas.
Estas probabilidades se basan en las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI), definidas como la minima cantidad de compuesto requerido para inhibir el
crecimiento de un microorganismo. Asimismo, las distribuciones de valores de
CMI de un grupo especifico de microorganismos daran lugar a una distribucién
normal de la cual se obtienen los puntos de corte epidemiolégicos (ECOFF,
abreviatura oficial de EUCAST). Aquellos microorganismos con valores de CMI
superiores a los ECOFFs se consideran potencialmente resistentes (Baquero et
al., 2021).

Por otro lado, las clasificaciones de fenotipos bacterianos respecto a los patrones
de resistencia a diferentes familias de antimicrobianos son variadas. La mas
popular es la clasificacion segun el numero de familias de antimicrobianos a las

cuales la bacteria es resistente, el fenotipo multidrug-resistant (MDR), definido

10




como aquel en el que la bacteria es resistente al menos a un agente
antimicrobiano de tres o mas clases diferentes; el fenotipo extensively drug-
resistant (XDR), que incluye bacterias susceptibles a una o dos clases de
antimicrobianos y, finalmente, el fenotipo pandrug-resistant (PDR), definido como
aquel resistente a todos los miembros de todas las categorias (Magiorakos et al.,
2012). Aunque la clasificacion propuesta por Magiorakos et al. (2012) presenta
un valor epidemiolégico importante, no siempre es viable probar todas las
opciones de antimicrobianos en todos los centros clinicos (Kadri et al., 2018).
Ultimamente, se ha propuesto, para las bacterias Gram negativas, una nueva
categoria que define un nuevo fenotipo de resistencia conocido como fenotipo de
resistencia dificil de tratar (difficult to treat resistance, DTR), que considera la
resistencia a opciones de tratamiento de primera linea, como los B-lactamicos,
incluidos los carbapenémicos y las combinaciones de inhibidores de -
lactamasas, asi como a fluoroquinolonas (Kadri et al., 2018). Se sugiere que esta
definicion pueda ser empleada en un contexto local o regional para orientar los

protocolos de uso de antibidticos (Huh et al., 2020).

Epidemiologia e implicancias de bacterias resistentes a antimicrobianos

En la actualidad la resistencia antimicrobiana (RAM) es una amenaza para la
poblacion global y se posiciona como uno de los principales problemas de salud
publica. Sin duda, desde el informe de O’Neill J. en 2016, que estimaba 10
millones de muertes anuales para el afio 2050 si no se tomaban medidas para
enfrentar el problema de la RAM, los esfuerzos se han centrado en cuantificar de

manera mas precisa el impacto global de esta problematica.
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Asi, el trabajo publicado el 2022 por Murray et al. cuantifica la carga de la RAM a
nivel mundial, analizando datos recopilados en 2019 de 204 paises. Se
reportaron 7,7 millones de muertes anuales causadas por bacterias, de las cuales
4,95 millones fueron asociadas a bacterias resistentes a antimicrobianos
incluyendo 1,27 millones de muertes que fueron causadas por estas bacterias.
En esta misma linea, el trabajo publicado el 2024 por Naghavi et al., con datos
recopilados entre 1990 y 2021 de 204 paises, reporta que en 2021 se estimaron
4,71 millones de muertes asociadas a bacterias resistentes a antimicrobianos,
incluyendo 1,14 millones de muertes atribuidas a estas bacterias resistentes. De
manera preocupante, las infecciones causadas por bacterias Gram negativas
resistentes a carbapenémicos ha sufrido un importante aumento, reflejando un
incremento de muertes asociadas desde 619,000 en 1990 a 1,03 millones en
2021. De estas, las muertes atribuibles pasaron de 127,000 en 1990 a 216,000
en 2021.

Finalmente, el estudio publicado el 2024 por Wise et al. presenta un reporte sobre
las tendencias de resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram negativas
recolectadas a través del programa de vigilancia mundial ATLAS entre los anos
2018 y 2022. El estudio reporta que, en Latinoamérica, tomando a Brasil como
referencia, hubo un aumento de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
(ERCBP) del 4,7% el 2018 a 12,9% el 2019.

En Chile, no se encuentran publicaciones actualizadas con datos sobre ERCBP;
el ultimo reporte del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) fue publicado en
2022 y recopila datos histéricos desde 2012 hasta 2020, indicando un aumento
de cepas de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (KpRC) de
26,5% a 46,3% para ertapenem; de 7,3% a 25,7% para meropenem, y de 3,6%
a 7,1% para imipenem (Instituto de Salud Publica de Chile, 2022). De manera
similar, en el mismo estudio se observa la tendencia a una mayor frecuencia de
cepas resistentes a otros antibidticos. Asi, desde el periodo 1991-1993 hasta
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2020 el porcentaje de cepas resistentes a ciprofloxacino aumento de 21,4% a
73,9%, para gentamicina este aumento fue de 47,7% a 57,2% y para cefotaxima
de 22,4% a 74%.

Antimicrobianos de ultima linea

Carbapenémicos

Entre los antimicrobianos de ultima linea, los cuales son eficaces para enfrentar
a bacterias resistentes a multiples antimicrobianos se encuentran los
carbapenémicos (CBP), compuestos quimicos que forman parte de la familia de
los B-lactamicos con un amplio espectro de accidon contra bacterias Gram
positivas, Gram negativas y anaerobias (Aguayo Reyes et al., 2023). Aunque la
indicacion y racionalizacion de su uso clinico limitan su administracion a casos
de infecciones mediadas por bacterias Gram negativas resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion.

La estructura quimica de los CBP (Figura 1) consiste en un anillo B-lactamico (2-
azatidinona) fusionado a un ciclopenteno insaturado en posiciones C2-C3, lo que
le otorga la denominacion “penem”. Dentro de los representantes de esta familia,
imipenem carece de un grupo metilo en la posicién C1, lo que, entre otras
caracteristicas, lo diferencia de meropenem y ertapenem, los cuales poseen este
grupo en dicha posicién (Aguayo-Reyes et al., 2021; EI-Gamal et al., 2017; Tooke
et al., 2019).
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Figura 1. Estructura quimica basica de los carbapenémicos, imagen obtenida

desde https://molview.org

Los CBP, al igual que todos los B-lactamicos, tienen como blanco las enzimas
que catalizan las ultimas reacciones de la polimerizacion del peptidoglucano al
nivel de la pared celular. Esta familia de enzimas es conocida como proteinas de
union a la penicilina (PBPs, por sus siglas en inglés) y se caracterizan por tener
un sitio activo con residuos de serina altamente conservado. Brevemente, las
PBP se pueden clasificar segun su tamafio, encontrandose las de alto y bajo peso
molecular. De estas, las de alto peso molecular (PBP1, 2, 3 y 4) comprenden
transpeptidasas y transglicosilasas, esenciales para la sintesis de pared celular;
mientras que las de bajo peso molecular (PBP 5, 6, 7 y 8) son carboxipeptidasas,
consideradas como no esenciales. Los CBP poseen mayor afinidad por PBPs 1a,
1b y 2 que por PBP3 (Aguayo Reyes et al., 2023; Mayers et al., 2017).

Respecto a la farmacocinética, los CBP poseen una union variable a proteinas

plasmaticas y son excretados principalmente a nivel renal. El modelo PK/PD que
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favorece la actividad de los CBP (al igual que todos los B-lactamicos) es el tiempo
sobre la CMI. Respecto a sus efectos adversos (EA), en general son las de la
familia de B-lactamicos, encontrando reacciones alérgicas de distinto grado de
severidad, intolerancia gastrointestinal y diarrea asociada a Clostridioides difficile

(Aguayo Reyes et al., 2023).

Aminoglucésidos-aminociclitoles

De manera menos popular que los carbapenémicos, los aminoglucosidos
(AMGs), siguen siendo utilizados en la clinica. Estos son antibiéticos de amplio
espectro, bactericidas y con un efecto postantibiético ampliamente estudiado
(Aguayo Reyes et al., 2023).

Actualmente, los AMGs pueden emplearse en tratamientos empiricos en
pacientes con riesgo de infeccién por bacilos Gram negativos MDR en casos de
sepsis, infecciones intraabdominales complicadas e infecciones del tracto
urinario complicadas, siempre en combinacién con antibiéticos inhibidores de la
sintesis de pared bacteriana, como los B-lactamicos, (Aguayo-Reyes et al., 2023,
Avent et al., 2011; Krause et al., 2016; Pagkalis et al., 2011). Cabe destacar que
el uso de una terapia empirica combinada puede ser apropiada en el caso de
pacientes con riesgo de infeccién por bacilos Gram negativos MDR vy factores de
riesgo adicionales (Tamma et al., 2012).

Respecto a la estructura quimica de estos antimicrobianos, puede estar
conformada por alcoholes ciclicos y azucares (Aguayo Reyes et al., 2023), los

cuales pueden ser:
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1. Alcoholes ciclicos
1.1. Aminados (aminociclitoles)
1.2.No aminados (ciclitoles)

2. Azucares
2.1. Aminados (aminoglucésidos)

2.2.No aminados (glucésidos)

El nucleo de los AMG (Figura 2) por lo general, es una molécula de ciclohexano
saturada con radicales de tipo amina e hidroxilo. Existen dos variantes del nucleo
estructural: el nucleo de estreptidina, del cual la estreptomicina es el unico
representante y los nucleos de tipo 2-desoxiestreptamina (2-DOS), que se

encuentran en la mayoria de los AMG de uso clinico (Jana & Deb, 2006).

2-Deoxystreptamine Streptidine

Figura 2. Nucleo estructural de los aminoglucésidos, extraido de Jana & Deb,
(2006).
16




A su vez, el nucleo de los AMG puede estar unido mediante enlaces glucosidicos
a uno o0 mas azucares, que pueden ser aminados o no-aminados (Chittapragada
et al., 2009; Jana & Deb, 2006). Dependiendo de la posicién de unién de los

azucares al nucleo central se conforman los cuatro grupos de clasificacion

ilustrados en la Tabla 1.
De todos estos grupos, los 4,5-disustituidos-2-DOS; 4,6-disustituidos-2-DOS y

otros, tienen un actual rol terapéutico (Figura 3).

R3 NHR? -~ NH _~NH,
- HO B HO . ?
! H
., NH, ", 2
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Figura 3. Aminoglucésidos del tipo 4,6 disustituidos 2-DOS, extraido de Jana &
Deb, (2006).

Tabla 1. Clasificacion de los aminoglucosidos segun su estructura quimica.

Estructura

Aminoglucésidos-aminociclitoles

4-monosustituido
4 5-disustituidos-2-DOS

paromamina, apramicina
ribostamicina, butirosina B, neomicina B,

paromomicina y lividomicina A
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4,6-disustituidos-2-DOS Gentamicina-C1, C2 y C3;
tobramicina, amikacina, netilmicina, arbecacina,
dibecacina, kanamicina-A, B y C; sisomicina,
geneticina y plazomicina

Otros estreptomicina, espectomicina, apramicina,

higromicina-B, kasumagicina

Respecto a su mecanismo de accion, los AMG actuan afectando la sintesis
proteica, ya que se unen al ribosoma, especificamente a la subunidad 30S,
formada por el ARN ribosomal 16S (ARNr 16S), provocando errores en la
traduccion de proteinas (Lang et al., 2023; Mella et al., 2004). Cabe destacar que
los 4,5-DOS y 4,6-DOS también se unen a la subunidad 50S, especificamente al
ARN ribosomal 23S (ARNr 23S), impidiendo el ensamblaje y el reciclaje del
ribosoma (Lang et al., 2023).

Si bien no se cuenta con total claridad respecto a cémo ingresan los AMG a la
célula bacteriana, la teoria que sustenta la farmacocinética de los AMG,
mencionada por Lang et al. (2023), define la entrada de estos antibiéticos a la

célula bacteriana en tres etapas (Webster & Shepherd, 2023):

i) Entrada independiente de energia
i) Entrada lineal lenta dependiente de energia (EDP-I)

iii) Entrada rapida dependiente de energia (EDP-II)

De manera mas detallada, la etapa i) se caracteriza por una entrada inicial
dependiente de la concentracion de AMG en el medio. Este ingreso es posible
gracias a la naturaleza policationica de los AMG la cual les permite interactuar

con estructuras celulares de polaridad negativa, como el lipopolisacarido (LPS),
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especificamente, la regién del nucleo interno del LPS, conformada por grupos
fosfato (Clifton et al., 2015; KuCerka et al., 2008).

De esta forma, los AMG interactuan con el LPS mediante la formacion de
estructuras tipo puentes de hidrégeno, desplazando los cationes divalentes Mg*?
y Ca*? encargados de estabilizar ciertas regiones topoldgicas del nucleo interno
del LPS, asi como los AMG son capaces de permeabilizar la membrana externa
previo a su paso al espacio periplasmico (Lang et al., 2023). De forma importante,
esta disrupcion ocurre sin alterar el grosor o fluidez de la membrana, pero induce
un desorden e incrementa la dinamica de lipidos de membrana, lo que causa una
fuga de material intracelular hacia el espacio extracelular (Lang et al., 2023).

En la etapa ii), llamada EDP-I| (energy dependent phase [), una pequefia cantidad
del AMG atraviesa la membrana interna a través de difusion pasiva dependiente
de energia. Esta energia es en realidad un gradiente de protones (ApH), conocido
como fuerza protén motriz (FPM) formado en el proceso de respiracion celular. A
su vez, el ApH produce un potencial de membrana (Ay).

La etapa iii), llamada EDP-Il se basa en la accion de los AMG sobre la sintesis
de proteinas, lo cual provoca la produccion de proteinas no funcionales, mal
plegadas o truncadas. Se plantea que estos productos proteicos, conocidos como
proteinas aberrantes, se movilizan e insertan en la membrana celular formando
poros, a través de los cuales se incrementa exponencialmente la entrada de AMG

a la célula, provocando finalmente una lisis bacteriana.

19




@ Aminoglycosides

= Porins
Mechanosensitive channel

B Active
transporter

,* Cations (Mg?, Ca%)
W'i‘ Membrane
3 components

@ lonic binding

Porins transport
@ EDPI

Slow uptake
@ Ribosome binding

Misfolded
, EDPII
proteins @ Large uptake

Figura 4. Modelo de entrada de aminoglucésidos en bacterias Gram negativas,

recuperado de Lang et al. (2023)

Respecto a la farmacocinética, los AMG son eliminados principalmente por via
renal de manera inalterada. Se ha observado que los pacientes con funcién renal
disminuida y los pacientes adultos mayores eliminan los AMG de manera mas
lenta; por tanto, la vida media (t1,2) del farmaco aumenta en comparacién con
poblacion adulta normal (McLawhon, 2012). El modelo PK/PD que favorece la
actividad de los AMG es la concentracion maxima sobre la CMI (Aguayo Reyes
et al., 2023; Lang et al., 2023; McLawhon, 2012).

Ademas, los AMG se caracterizan por poseer un efecto post antibiético (EPA) de
tres a siete horas (Isaksson et al., 1988). Generalmente, para asegurar un

tratamiento efectivo, minimizar los riesgos de seleccion de mutantes resistentes
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al antibiotico y lograr un EPA o6ptimo, se recomiendan dosis entre ocho a diez
veces la CMI del microorganismo (Aguayo Reyes et al., 2023; Lang et al., 2023).
Lamentablemente, sus EA limitan su uso en la clinica. La nefrotoxicidad y
ototoxicidad son los EA mas importantes de este grupo. La nefrotoxicidad se
produce por una bioacumulacion de los AMG en la corteza renal, lo que induce
un proceso apoptoético y causa una necrosis tubular que puede llevar a una
insuficiencia renal aguda (Aguayo Reyes et al., 2023; Lang et al., 2023).

Por otro lado, la ototoxicidad, al igual que la nefrotoxicidad, se produce por una
bioacumulacién que lleva a la destruccion de células sensitivas vestibulares y
cocleares, lo que conduce un deterioro del equilibrio y la audicion (Aguayo Reyes
et al., 2023; Lang et al., 2023).

Nuevas combinaciones de B-lactamicos mas inhibidores de B-lactamasas

en la era de las carbapenemasas

Si bien, en los ultimos afos se han introducido nuevos inhibidores de -
lactamasas, como es el caso de las diazabiciclooctanonas, como avibactam y
relebactam, o los boronatos ciclicos, como vaborbactam, con el propdsito de
tratar infecciones causadas por Enterobacterales productores de
carbapenemasas de clase A y D, especialmente KPC, ninguna de estas
combinaciones tiene actividad contra bacterias productoras de NDM (Tooke et
al., 2019). Por su parte, el B-lactamico aztreonam, que pertenece a la familia de
los monobactamicos, no es hidrolizado por las metalo-p-lactamasas (MBLs)
como NDM. Lamentablemente, las p-lactamasas de espectro extendido (BLEE),

que se encuentran ampliamente distribuidas en cepas hospitalarias de K.
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pneumoniae, son capaces de hidrolizarlo perdiendo de manera importante su
accion (Wu et al., 2019). Por lo tanto, avibactam sumado a aztreonam es
actualmente la opcion terapéutica para Enterobacterales productores de MBLs
(Harris et al., 2023; Wu et al., 2019). Lo mencionado previamente se resume en
la Tabla 2.

Tabla 2. Perfil de hidrolisis de antimicrobianos y actividad de inhibidores de

carbapenemasas.
Familias AM SeCBPs MeCBPs
B-lactamicos C3G
CBP
ATM
Inh. B- lactamasas Inh. irreversibles
DBOs
BBs
AM | antimicrobiano; SeCBPs | serino-carbapenemasas; MeCBPs | metalo-

carbapenemasas; C3G | cefalosporinas de tercera generacion; ATM | aztreonam; DBOs
| diazabiciclooctanonas; BBs | Boronatos biciclicos; (+) | presenta actividad; (-) | NO

presenta actividad. Modificado de Tooke et al., 2019.
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Klebsiella pneumoniae resistente a antimicrobianos de ultima linea

Como se ha planteado previamente, K. pneumoniae resistente a carbapenémicos
(KpRC) se posiciona como un patdogeno de importancia clinica mundial. Para
estudiar el fenotipo y genotipo de resistencia presentado por este
microorganismo, es necesario conocer que la taxonomia de Klebsiella ha estado
en constante desarrollo y, es asi como actualmente, gracias a técnicas de
secuenciacion del genoma completo sabemos que K. pneumoniae es un
miembro mas de un grupo heterogéneo, que comparte una identidad nucleotidica
del 95-96 % denominado Klebsiella pneumoniae specie complex. En el contexto
actual, técnicas avanzadas como la espectrometria de masa MALDI-TOF,
ampliamente utilizados en centros clinicos a nivel mundial, no son capaces de

diferenciar los representantes del complejo de especies de K. pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae specie complex (KpSC)

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo asociado comunmente a
infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) (Wyres et al., 2020). Diversos
estudios epidemioldgicos atribuyen a las infecciones causadas por este
microorganismo altas tasas de morbilidad y mortalidad (Wyres et al., 2020). Mas
aun, la actualizacion de la lista de patdgenos prioritarios, la cual es un documento
oficial de la Organizacion mundial de la Salud (OMS) que tiene por objetivo
establecer directrices generales respecto al problema de la RAM, posiciona a

KpRC como el microorganismo de mayor prioridad (Geneva: World Health
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Organization, 2024), enfatizando el peligro que supone esta bacteria para la salud
mundial.

Respecto a la taxonomia, la cual se construye evaluando la identidad nucleotidica
promedio de los genomas obtenidos por técnicas de secuenciacion del genoma
completo, K. pneumoniae forma parte de un complejo de cinco especies,
distribuidas en siete filogrupos (Kp1 a Kp7): K. pneumoniae sensu stricto (Kp1),
K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae (Kp3), K. variicola subsp. variicola (Kp4), K. variicola subsp.
tropica (Kp5), K. quasivariicola (Kp6) y Klebsiella africana (Kp7), siendo Kp1 el

representante mas prevalente en clinica (Wyres et al., 2020).

Linajes exitosos, ¢ casualidad o causalidad?

En biologia, nada tiene sentido si no es a la luz de la evolucién. Los linajes se
establecen por eventos sucesivos de divergencia; estos fendmenos estan
afectados por multiples factores que favorecen un linaje por sobre otro. Los
linajes, por tanto, estaran sometidos a constantes fenomenos de presion
selectiva. Esta presion selectiva esta dada en clinica principalmente por el uso
de antimicrobianos, lo que conlleva a la seleccion de aquellos linajes que
expresan fenotipos de resistencia a multiples antimicrobianos (MDR).
Adicionalmente, la seleccion de fenotipos que medien procesos infecciosos de
mayor eficacia se conoce como linajes hipervirulentos (Martinez & Baquero,
2002). De esta manera, cada linaje posee un conjunto de genes que, al
expresarse, le otorgan ventajas competitivas a dicha bacteria frente a aquellas

que no poseen el mecanismo.
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Linajes y mecanismos de resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae

sensu stricto (Kp1)

La resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae, se encuentra representada
principalmente por ertapenem y esta es mediada por alteraciones en las porinas
de membrana externa, especialmente por deleciones o mutaciones en los genes
ompK35 y ompK36, que ocasiona la deficiencia de porinas y reducen la
permeabilidad a estos antibidticos (Doménech-Sanchez et al., 2003; Poulou et
al., 2013). No obstante, en los ultimos afios se ha observado la emergencia de
cepas productoras de carbapenemasas, las cuales contribuyen a un perfil de
resistencia ampliado que incluye niveles elevados de resistencia a imipenem y
meropenem (Instituto de Salud Publica de Chile, 2022).

Estas enzimas pueden clasificarse de diversas maneras, una de las cuales es la
clasificaciéon de Ambler, que las agrupa segun sus caracteristicas moleculares.
La clasificacion de Ambler distingue cuatro grupos, A, B, C y D. Los grupos A, C
y D comparten como caracteristica comun presentar en su sitio activo un residuo
de serina, siendo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) y OXA-48-like
(oxacilinasa) las enzimas con la capacidad de hidrolizar carbapenémicos. Por
otro lado, las enzimas del grupo B median la hidrolisis de los carbapenémicos en
un proceso dependiente de Zinc (Zn*?). Este grupo presenta una gran diversidad
de enzimas que, dependiendo de la regién geografica, muestran diferentes
distribuciones en las cepas de K. pneumoniae (Kp1). Entre ellas, se encuentran
principalmente NDM (New Delhi Metallo-B-lactamase), VIM (Verona Integron-
encoded Metallo-B-lactamase) e IMP (Imipenemase) (Bush, 2013).
Dependiendo de la regidn geografica, la distribucion de las carbapenemasas en
cepas de K. pneumoniae (Kp1) puede variar. Por ejemplo, el estudio ATLAS
reporta que, en la region de Asia/Pacifico, los tres genotipos de carbapenemasas
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mas prevalentes en Enterobacterales fueron NDM, OXA-48-like y co-portacion de
NDM y OXA-48-like. En cambio, en Europa, la carbapenemasa mas frecuente fue
KPC. En Latinoamérica, las carbapenemasas mas comunes fueron KPC y NDM
(Wise et al., 2024).
En este contexto, el estudio prospectivo, multicéntrico (71 hospitales) CRACKLE-
2, analizé genomas de cepas clinicas de K. pneumoniae (Kp1) productoras de
carbapenemasas de diferentes continentes. En cuanto a los resultados
destacados, se identificd que en China el linaje de mayor prevalencia fue el ST11,
y los locus capsulares de mayor frecuencia en este linaje fueron KL64 o KL47; en
América del Sur, el linaje prevalente fue a el ST11 y sus locus capsulares de
mayor frecuencia fueron KL105 y KL39; y en Estados Unidos fue el ST258 junto
con los locus capsulares KL107 y KL106 (Wyres & Holt, 2022).
Lamentablemente, la pandemia de COVID-19 produjo un cambio en la
epidemiologia local. La carga de uso de antimicrobianos en hospitales aumento
drasticamente y la movilizacion de paciente entre centros de salud de diferentes
regiones del pais se volvid una practica habitual, lo que favorecié un cambio
epidemioldgico y la diseminacion de nuevos mecanismos de resistencia que
anteriormente se encontraban restringidos a ciertos centros especificos (Allel et
al., 2023).
Como se mencion6é previamente, en Chile, aunque el ultimo reporte de
epidemiologia de carbapenemasas en K. pneumoniae se publico en el boletin de
2022, documentos previos del mismo instituto informan que la carbapenemasa
de mayor prevalencia es KPC seguida de NDM. En este sentido, datos
recopilados durante la pandemia de COVID-19 por el ISP, a través del “Programa
de Vigilancia Nacional de Enterobacterales Productores de Carbapenemasas”,
actualmente en proceso de publicacion, reportan un aumento significativo de
cepas de K. pneumoniae productoras de carbapenemasas. Durante el periodo
2012-2018, se aislaron 251 cepas productoras de KPC y 41 de NDM, mientras
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que entre 2019-2022, se aislaron 2175 cepas productoras de KPC y 677 de NDM,
lo que indica un aumento de 766 % respecto a KPC y 1533 % a NDM entre el
periodo 2012-2018 comparado a 2019-2022, respectivamente. Ademas, se
observd un preocupante aumento de cepas coproductoras de KPC/NDM,
KPC/VIM, NDM/VIM y KPC/OXA.

Por lo tanto, las carbapenemasas mas frecuentes en K. pneumoniae en Chile son
KPC y NDM. Sin embargo, la distribucion de los linajes que portan estas enzimas
aun no se conoce completamente. A nivel global, se considera que la mayoria de
las cepas de K. pneumoniae (Kp1) productoras de KPC pertenecen al complejo
clonal (CC) 258, que incluye los secuencio tipos ST258, ST11, ST340, ST437 y
ST512 (Jiang et al., 2010; Wyres et al., 2020). En Chile, el trabajo de Barria-
Loaiza et al. (2016), estudié 17 cepas de K. pneumoniae portadoras de blakpc,
de estas identificd que la plataforma genética asociada a la portacion del gen
blakpc fue el transposén Tn4407a (11 de 17 cepas). Por otro lado, 7 de las 17
cepas incluidas en el estudio presentaron un nuevo ST, designado como 1161
mientras que las cepas restantes fueron ST11, ST101, ST258, ST29 y ST25.

En cuanto a NDM, no existe un consenso sobre a un linaje predominante, aunque
se han reportado cepas de los secuencio tipos ST11, ST14, ST15y ST147 (Dong
et al., 2022; Wu et al., 2019). Siendo el ST14, segun la literatura, el mas
prevalente (Wu et al., 2019). Preocupantemente, en China se ha reportado
portacion de NDM en cepas pertenecientes al ST23, un linaje considerado como
hipervirulento (Wu et al., 2019). Aunque este linaje se creia propio de regiones
asiaticas, investigaciones recientes han reportado la aparicion de cepas del ST23
en Chile (Galvez-Silva et al., 2023; Morales-Leodn et al., 2023).
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Linajes y mecanismos de resistencia a aminoglucésidos

Los mecanismos que median la resistencia a los AMG son, principalmente,
enzimas modificantes de aminoglucésidos (EMA) las cuales presentan un alto
grado de especificidad (Tabla 3). Por lo general, una EMA confiere resistencia a
un AMG, pudiendo utilizar sin problemas otros representantes de la familia (Lang
et al., 2023). Desafortunadamente, este no es el caso de las enzimas
metiltransferasas de ARNr 16S (16S-RMTasa), las cuales confieren resistencia a
todos los AMG de uso clinico. En 2003 se report6é por primera vez una enzima
16S-RMTasa, esta fue RmtA, encontrada en una cepa de Pseudomonas
aeruginosa aislada en 1997 en Japon (Yokoyama et al., 2003). En la actualidad,
se ha descrito un total de once enzimas, tales como ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtF, RmtG, RmtH, NpomA y NmpB. De estas, ArmA, RmtB y RtmC
son las mas frecuentes en la familia Enterobacteriaceae (Kawai et al., 2021,
Wachino et al., 2020).
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Tabla 3. Espectro de inhibicion de aminoglucésidos por EMAs.

Familia EMA GEN AMK PLZ

AAC(3)-I

AAC(3)-VII, AAC(3)-VIII,
AAC(3)-IX

AAC(2)

AACs
AAC(2)-la

AAC(6)-Ib

AAC(6)-11

AAC(6’)-Ib-cr

ANTs ANT(2”)-la

APHs APH(2")-IVa

EMA | Enzima modificante de aminoglucdsidos; AACs | acetiltransferasas; ANTs |
nucleotidiltransferasas; APHs | fosforilasas; GEN | gentamicina; AMK | amikacina; PLZ |
plazomicina; (+) | presenta actividad; (-) | No presenta actividad; (+/-) | presenta actividad

variable. Modificado de Cox et al., 2018; Ramirez & Tolmasky, 2010; Shaw et al., 1993;
Toth et al., 2013.

En relacion con la prevalencia y distribucion de las enzimas 16S-RMTasa en
Chile, se dispone de cuatro articulos que las mencionan. El primero, un estudio

de Fritsche et al. (2008), identificd cepas de E. cloacae y K. pneumoniae, ambas
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portadoras de rmtD. En el segundo estudio, realizado por Poirel et al. (2014), se
reportd una cepa de K. pneumoniae, que portaba rmtG y presentaba resistencia
a cefalosporinas de tercera generacion mediada por CTX-M-2. La tercera
investigacion consistié en un analisis in silico de secuencias obtenidas de la base
del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Este analisis revelé que
ocho cepas de bacterias Gram negativas aisladas en Chile eran portadoras de
16S-RMTasas, tales como armA (2), rmtB (2), rmtC (1), rmtD (2) y rmtG (1). Estas
cepas fueron aisladas desde seres humanos (seis cepas) y de animales (dos
cepas) (Sellera et al., 2023). La cuarta publicacion corresponde a un estudio
realizado por Veloso et al. (2023), en el que lograron reconstruir, mediante
técnicas de secuenciacion del genoma completo y bioinformatica, diferentes
plasmidos portados por cepas de K. pneumoniae aisladas en hospitales chilenos,
encontrando portacion de blanom-1, blanom7 Y blakpc-2. Sorprendentemente, el

plasmido pVA833-92-IncM2, portaba los genes blakpc2y armA.

Linajes y mecanismos de virulencia

Al igual que el proceso de seleccién natural que experimentan las poblaciones
bacterianas frente a la accidén de un antimicrobiano, el proceso de seleccion esta
determinado por las barreras inmunes que deben enfrentar los microorganismos.
La definicion de patdégeno considera un escenario polarizado, en el cual se
describe como patdégeno a aquel microorganismo capaz de causar un cuadro
infeccioso. Ahora bien, este proceso de patogenicidad es multifactorial; sin
embargo, existen denominadores comunes en cuanto a los mecanismos

necesarios para alcanzar dicha categoria (Martinez & Baquero, 2002).

30




Por otro lado, dentro del concepto de patogenicidad se encuentra la nocion de
virulencia, término que se refiere al grado infeccioso del patdgeno. Este puede
estar respaldado por una mayor cantidad de mecanismos de virulencia que
favorecen el crecimiento bacteriano en comparacién con poblaciones de la
misma especie. Cabe destacar que algunos mecanismos de virulencia, al igual
que los mecanismos de resistencia a antibidticos pueden ser transferidos
mediante transmision genética horizontal, ejemplo de esto es el plasmido de
virulencia de K. pneumoniae (Kp1) pvKp el cual porta factores de virulencia de
tipo sideroforos como aerobactina (iuc) y salmochelina (iro) al igual que
reguladores del fenotipo mucoide como rmpADC ( Wyres et al., 2020). Esto hace
crucial estudiar ambos fenbmenos de manera integral, considerandolos no como
eventos antagdnicos, sino como caracteristicas vitales y necesarias para
comprender la evolucién de las poblaciones microbianas (Martinez & Baquero,
2002).
La evolucion de las poblaciones de bacterias resistentes esta determinada por
una interaccion estrecha con su anfitrién a lo largo de la historia. Los genes que
codifican mecanismos de virulencia pueden estar presentes a nivel cromosémico,
como islas gendmicas (islas de patogenicidad), o en elementos genéticos
moviles, como plasmidos o regiones de fagos (Martinez & Baquero, 2002).
Uno de los problemas respecto a la definicién de virulencia es que, dependiendo
del microorganismo, la determinacion de aquel con un mayor grado de virulencia
suele evaluarse en funcion de la gravedad del cuadro clinico observado (Martinez
& Baquero, 2002).
En general, los factores de virulencia conocidos y considerados importantes
segun la literatura son la capsula, el lipopolisacarido (LPS), los sideréforos y las
fimbrias. (Paczosa & Mecsas, 2016; Russo & Marr, 2019).
Especificamente, en K. pneumoniae, Lam et al. (2021) establecié un puntaje de
virulencia basado en tres genes marcadores, los sideroforos yersiniabactina (ybt)
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y aerobactina (iuc) y la genotoxina colibactina (c/b). Si bien este puntaje facilita la
identificacion de cepas clasificadas como virulentas e hipervirulentas, nuevos
estudios han sugerido la necesidad imperante de considerar nuevos genes de
virulencia en el estudio del viruloma de K. pneumoniae, como la microcina E492,
la cual es una microcina sideréfora que posee la capacidad de eliminar a otras
bacterias mediante un mecanismo de caballo de Troya y aumentan la capacidad
de colonizacion de cepas de K. pneumoniae hipervirulenta (Tan et al., 2024) .
Ahora bien, actualmente, se reconoce en K. pneumoniae (Kp1) un sublinaje
definido como SL23, el que es considerado hipervirulento. Esto se debe a que las
infecciones que causa suelen ser de origen comunitario y se caracterizan por la
formacion de abscesos en pacientes inmunocompetentes, lo que las diferencias
de las infecciones causadas por el fenotipo clasico de K. pneumoniae. En este
contexto, la hipervirulencia se ha asociado principalmente a un plasmido de
virulencia que porta diferentes genes codificantes de sideroforos (operdn iuc,
operon iro) y reguladores de fenotipos mucoides (operon rmp) (Hennart et al.,
2022; Lam et al., 2021; Paczosa & Mecsas, 2016; Russo, Alvarado, et al., 2024,
Russo, Carlino-MacDonald, et al., 2024; Russo & Marr, 2019).

Elementos genéticos moéviles

Los elementos genéticos moviles (MGE, del inglés movile genetic elements) son
definidos como secuencias codificantes de ADN que median el movimiento de
ADN intracelular o extracelularmente. Todos los elementos genéticos que tributen
a esta movilidad constituiran el moviloma (Baquero et al., 2021). Entre éstos

encontramos los plasmidos, definidos como moléculas de ADN
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extracromosomales con capacidad auto replicativa que son capaces de coexistir
junto con cromosomas (Rodriguez-Beltran et al., 2021). De esta forma, los
plasmidos poseen un importante rol en cuanto a la diseminacién de genes de
resistencia a antimicrobianos a nivel intra e interespecies (Baquero et al., 2021;
Rodriguez-Beltran et al., 2021). Adicionalmente, existen diferentes formas de
agruparlos, una de ellas es en base a la diversidad de su maquinaria de
replicacion y conjugacién (Baquero et al., 2021).

Los MGE de tipo transponibles se han agrupado histéricamente a través de la
diversidad de tranposasas, las que son proteinas que permiten su auto
movilizacion (Baquero et al., 2021). Dentro de estos elementos transponibles
encontramos a las secuencias de insercion IS (insertion sequence) las que son

el MGE mas simple.

Elementos genéticos moéviles asociados a diseminacion de

metiltransferasas de ARNr 16S y carbapenemasas en K. pneumoniae (Kp1)

Como se detallé previamente, las carbapenemasas encontradas con mayor
frecuencia en K. pneumoniae son KPC y NDM, seguidas de OXA-48-like, VIM e
IMP, con sus respectivas diferencias en prevalencia asociadas a la region
geografica estudiada.

En el caso de KPC, el gen codificante blakec se encuentra transportado en el
transposdn Tn4401, perteneciente a la familia Tn3 (Chen et al., 2014).
Adicionalmente, se ha encontrado blakec en plataformas no relacionadas con
Tn4401, denominadas como NTEkec (non-Tn4401 elements). En Chile, se han
reportado ambas plataformas, la convencional, ampliamente distribuida, y la no

convencional, como fue mencionado por Wozniak et al. (2021).
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En este ultimo caso, se identificé el elemento NTEkpc.le en cepas de K
pneumoniae y Escherichia coli. A su vez, Barria-Loaiza et al. (2016) lograron
identificar NTEkpc en cepas de K. pneumoniae.

Respecto a NDM, la movilizacion esta dada principalmente a través de plasmidos.
El estudio publicado por Li et al. (2023) informa que la portacién de NDM presenta
variaciones segun la localizacion geografica. Por ejemplo, los plasmidos de tipo
IncX portarian con mayor frecuencia NDM en Asia del Este, mientras que los
plasmidos de tipo IncFl portarian NDM con mayor frecuencia en América del
Norte. Ademas, la plataforma genética de blanom esta compuesta por una regién
rio arriba, que siempre incluye una IS, generalmente una ISAba 125, y una regién
rio abajo conservada que contiene los genes blewsL, trpF, dsdB, cutA, groES-
groEL y otra IS.

Respecto a VIM e IMP, no existen estudios que realicen un analisis comparativo
de las plataformas genéticas que transportan estos genes. Sin embargo, analisis
genomicos de blaviv y blaivp aislados de cepas provenientes de las regiones del
sur de Europa y el sudeste asiatico muestran una asociacién de ambos genes
con integrones de clase 1 (Taggar et al., 2020).

Por otro lado, a diferencia de otras oxacilinasas, blaoxa-as-ike NO esta asociada a
integrones de clase 1, sino a la plataforma Tn7999 y sus respectivas variantes:
Tn71999.2, Tn1999.3, Tn1999.4 y Tn1999.5 (Boyd et al., 2022).

Por otro lado, los genes codificantes de metiltransferasas constituyen una gran
familia con una amplia distribucién que no ha sido tan bien estudiada como las
carbapenemasas. Sin embargo, existen estudios que reportan la diversidad de
plataformas genéticas en las cuales estos genes se encuentran insertos (Yang &
Hu, 2022). Cabe destacar que, al igual que las carbapenemasas, los genes
codificantes de metiltransferasas de ARNr 16S se movilizan principalmente a

través de plasmidos (Yang & Hu, 2022).
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El gen armA se ha asociado con la 1S26, mientras que el gen rmtA se ha
encontrado en el transposén de resistencia a mercurio Th5041, flanqueado por
1IS6100. El gen rmtB se ha asociado con elementos como ISCR1, ISCfr1 e IS26.
Por su parte, el gen rmtC se ha vinculado con ISEcp 1, que pertenece a la familia
IS1380; este elemento flanquea a rmtC y contiene un gen codificante de
transposasa (tnpA), que otorga una actividad promotora para la expresion de
rmtC (Yang & Hu, 2022).

En cuanto a rmtD, este gen se ha encontrado localizado en el transposon Tn21.
El gen rmtE1 fue identificado en un elemento ISCR20-like y junto a un elemento
IS 1294-like, mientras que rmtE2 se encontrd entre los elementos ISCR20-like e
ISVs1-like. Por otro lado, rmtE3 se asocié con una transposasa similar a ISVs1-
like (Yang & Hu, 2022). Respecto al gen rmtF, este se encontré asociado con los
elementos ISCRS. Estudios recientes también han identificado elementos como
Tn3, Tn1721,1S91 e IS6100 flanqueando a los genes rmtF1y rmtF2 (Yang & Hu,
2022). Por otra parte, el gen rmtG se ha encontrado generalmente inserto en un
Tn3. Ademas, en regiones reportadas como de multirresistencia, rmtG se
identificd flanqueado por ISCR2 e IS91-like (Yang & Hu, 2022). Por su parte, el
gen rmtH se localizé en el transposdn Tn6329, flanqueado por 1S26 e ISCR2,
mientras que, los entornos genéticos de los genes npmA 'y npomB aun no han sido
estudiados en detalle (Yang & Hu, 2022).

Por todo lo descrito anteriormente, en Chile no se dispone de informacién que dé
cuenta de la situacion respecto al estado de portacion de genes codificantes de
enzimas 16S-RMTasa y carbapenemasas en cepas de K. pneumoniae, los linajes

asociados y las plataformas en las que se encuentren insertos estos genes.
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Pregunta de investigacion

¢ Los genes de metiltransferasa de ARNr 16S y carbapenemasas portados por
cepas de K. pneumoniae aisladas en hospitales de Chile se encontraran en la
misma plataforma genética movil, y a su vez estas cepas compartirdn un mismo

linaje?

Hipétesis de trabajo

En cepas de K. pneumoniae de origen clinico los genes codificantes de
metiltransferasa de ARNr 16S y carbapenemasas se encuentran en la misma

plataforma genética mévil y, a su vez, estas cepas comparten un mismo linaje.
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Objetivo general

Estudiar la epidemiologia molecular de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas

en hospitales de Chile portadoras de metiltransferasas de ARNr 16S vy

carbapenemasas.

Objetivos especificos

1.

Determinar la presencia de genes de metiltransferasas de ARNr 16S vy
carbapenemasas en cepas de K. pneumoniae resistentes a

aminoglucdsidos y carbapenémicos.

Establecer el linaje de las cepas de K. pneumoniae portadoras de genes

de metiltransferasas de ARNr 16S y carbapenemasas.

Caracterizar las plataformas genéticas donde se encuentren insertos los
genes de metiltransferasas de ARNr 16S y carbapenemasas portados por

cepas de K. pneumoniae.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas

Se analizaron 36 cepas de Klebsiella pneumoniae que cumplieron el criterio de
inclusion, el cual fue ser resistentes a los aminoglucosidos amikacina y
gentamicina y a los carbapenémicos imipenem y meropenem determinado
mediante test de Kirby-Bauer segun criterio CLSI 2023. Las 36 cepas fueron
aisladas entre los afios 2012 y 2023 desde el Hospital Sétero del Rio (5), el
Hospital Guillermo Grant Benavente de Concepcion (26). Ademas, se incluyeron
5 cepas recuperadas por el Instituto de Salud Publica de Chile. Todas las cepas
fueron crioconservadas a -80 °C en una mezcla de caldo Tripticasa-Soya
(OXOID™) y glicerol al 50 % v/v en una relacion 2:1. Todas las cepas forman
parte de la coleccion del Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos
(LIAA), perteneciente al Departamento de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Biolodgicas, Universidad de Concepcion.

Estudios Moleculares

Extraccion ADN para PCR convencional

La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando una solucién de Chelex® (Bio-
Rad ®) al 5 % p/v. Para ello, las cepas se cultivaron en agar Tripticasa-Soya

(ATS) (OXOID™) durante 18-24 h a 35 + 2 °C. A partir del cultivo en agar, se
38




seleccionaron 4-5 colonias aisladas, las cuales se resuspendieron en un tubo
Eppendorf con 1 mL de agua estéril, y se centrifugaron durante 1 min a 14.000
rpm. Luego, se eliminé el sobrenadante, se afiadié 100 pyL de Chelex® al 5 %, y
la mezcla se homogenizo en un vortex durante 20 s, seguido de una ebullicion a
100 °C durante 10 min. Posteriormente, se homogenizé nuevamente en un vortex
durante 10 s y se centrifugd a 14.000 rpm durante 10 min. Finalmente, se
recuperd un volumen de 70 pL del sobrenadante, el cual se almacené a -20 °C

para analisis posteriores.

Determinacién de genes codificantes de metiltransferasas de ARNr 16S

La deteccion de genes que codifican metiltransferasas de ARNr 16S (armA, rmtA,
rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG y rmtH) se llevd a cabo mediante PCR
convencional utilizando el termociclador MiniAmp Plus (Applied Biosystems). La
mezcla de PCR tenia un volumen total de 10 pL (5 pL de GoTaq® G2 Master Mix,
0,2 pyL de cada partidor (25uM) y 3,6 uL de agua libre de nucleasas). Los
productos de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% con el generador de imagenes MaestroSafe™ y el transiluminador
UVITEC (Cambridge). Se utilizaron como controles las cepas K. pneumoniae-
UCO398 (rmtG), Pseudomonas aeruginosa-UCO397 (rmtD), K. pneumoniae-
UCO399 (rmtB), Enterobacter cloacae-UCO400 (rmtA), Escherichia coli-UC0O401
(rmtE) y K. pneumoniae-P88 (rmtC). En la Tabla 4 se presenta la lista de
partidores y secuencias, el tamano de los amplicones y los programas de PCR

que se utilizaron.
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Deteccidon de genes codificantes de carbapenemasa

La deteccion de genes de resistencia a carbapenémicos (blakec, blanowm, blavim,
blamp y blaoxa-4s) se realizé mediante PCR convencional utilizando el
termociclador MiniAmp Plus (Applied Biosystems). (Doosti et al., 2013; Pillai et
al., 2009; Poirel et al., 2011; Wang et al., 2018). La mezcla de PCR tenia un
volumen total de 10 pL (5 pL de GoTag® G2 Master Mix, 0,2 uL de cada partidor
(25uM) y 3,6 pL de agua libre de nucleasas). Los productos de amplificacion se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con el generador de
imagenes MaestroSafe™ y el transiluminador UVITEC (Cambridge). Se utilizaron
como controles K. pneumoniae-UCQO318 (blakrc), K. pneumoniae-K2044
(blanbm), Serratia marcescens-UCO143 (blawr), K. pneumoniae-K2070 (blaviv) y
K. pneumoniae-UCO322 (blaoxa-4s). En la Tabla 5. Partidores utilizados para la
amplificacion por PCR convencional de genes codificantes de carbapenemasas.,

el tamano de los amplicones y los programas de PCR que se utilizaron.
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Tabla 4. Partidores utilizados para la amplificacion mediante PCR convencional de genes codificantes de

metiltransferasas de ARNr 16S.

Gen Secuencia 5’-3’ Tamaiio Programa PCR Referencia
amplicén (pb)
armA  F - AGGTTGTTTCCATTTCTGAG 590 95°C 5 min, [95°C 30 s, 50°C 30's, 72°C Kim, J.,
R -TCTCTTCCATTCCCTTCTCC 30 s] 30 ciclos, 72°C 5 min et al. 2008.
rmtA  F - ACTGTGATGGGATACGCGTC 315 93°C 5min, [93°C 30 s, 55°C 30's, 72°C 1 Zhao, F.,
R - AGCGATATCCAACACACGATGG min] 35 ciclos, 72°C 5 min et al. 2013.
rmtB  F - ATGAACATCAACGATGCCCTC 756 93°C 2 min, [93°C 20 s, 50°C 1 min, 72°C Zhang, T.,
R - TTATCCATTCTTTTTTATCAAGTATAT 1 min] 30 ciclos, 72°C 5 min et al. 2017.
rmtC  F - ATGAAAACCAACGATAATTAT 846 95°C 1 min, [94°C 45 s, 55°C 45's, 72°C 1 Gholami, M.,
R - TTAACAATCTCGATACGATAAAATAC min] 33 ciclos, 72°C 4 min et al. 2017.
rmtD  F - ATGAGCGAACTGAAGGAAAAACTGCT 744 93°C 2 min, [93°C 1 min, 55°C 1 min, Zhao, F.,
R - TCATTTTCGTTTCAGCACGTAAAACAG 72°C 1 min] 35 ciclos, 72°C 5 min et al. 2013.
rmtE F -TGATTGATTTCCTCCGTTTTTG 818 94°C 5 min, [94°C 30 s, 55°C 30's, 70°C Wang, Y.,
R - ATGAATATTGATGAAATGGTTGC 30 s] 30 ciclos, 72°C 5 min et al. 2016.
rmtG  F - AAATACCGCGATGTGTGTCC 251 95°C 2 min, [95°C 30 s, 55°C 30's, 72°C Bueno, M.,
R - ACACGGCATCTGTTTCTTCC 45 s] 30 ciclos, 72°C 5 min et al. 2013.
rmtF F - GCTGAACCCGATCCTACTGG 384 95°C 2 min, [95°C 1 min, 60°C 1 min, Elaboracion
R - TCCGACACCGTAAATCGGTC 72°C 1 min] 30 ciclos, 72°C 5 min propia
rmtH  F - CAGGTGGAAAAGCAGGCAAG 259 95°C 2 min, [95°C 1 min, 59°C 1 min, Elaboracién
R - TTTGGGCATAGGGGGTTAGC 72°C 1 min] 30 ciclos, 72°C 5 min propia
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Tabla 5. Partidores utilizados para la amplificacion

carbapenemasas.

por PCR convencional de genes codificantes de

Gen Secuencia 5’-3’

Tamano

amplicon (pb)

Programa PCR Referencia

blakrc F — ATGTCACTGTATCGCCGTCT

R - TTTTCAGACCCTTACTGCCC
blanom F - GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT

R - GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC
blavim F - CCGATGGTGTTTGGTCGCAT

R - GAATGCCGAGCACCAGGAT
blamp F — GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC

R - GGTTTAAYAAAACAACCA CC
blaoxa4s F - GCGTGGTTAAGGATGAACAC

R - CATCAAGTTCAACCCAACCG

893

782

391

232

438

95°C 15 min, [94°C 1 min, 62°C 1 min, 72°C  Pillai, D. R., et al. 2009.
1 min] 38 ciclos, 72°C 10 min

95°C 5 min, [95°C 20's, 65°C 20 's, 72°C 1 Chen, Y., et al. 2019.
min] 35 ciclos, 72°C 5 min

95°C 5 min, [72°C 7 min, 72°C 1 min, 58°C 1 Poirel, L., et al. 2011.
min] 35 ciclos, 72°C 1 min

95°C 5 min, [94°C 1 min, 52°C 1 min, 72°C 2 Iran. Doosti, M., et al.
min] 40 ciclos, 72°C 10 min 2013.

94°C 10 min, [94°C 30 s, 52°C 40 s, 72°C 50 Nordmann, P., et al. 2011.
s] 36 ciclos, 72°C 5 min
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Genotipificaciéon molecular (ERIC-PCR)

Los ensayos de genotipificacidn molecular se llevaron a cabo mediante ERIC-
PCR utilizando el partidor ERIC-2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) para
amplificar la secuencia ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
(Vila et al., 1996). La mezcla de PCR se prepard en un volumen final de 20 uL,
que incluy6 10 uL de GoTaq® G2 Green Master Mix, 0,8 uL del partidor (25 uM),
0,4 uL de MgCI2 (25 mM) y 4,8 uL de agua libre de nucleasas. Los productos de
PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % utilizando
el visualizador MR-031201-MaestroSafe™. Finalmente, el dendrograma se
construyé mediante el método de la media no ponderada de grupos pareados
(UPGMA) utilizando el coeficiente de similitud de Dice y una tolerancia de
posicién de banda del 2 %. El coeficiente de Dice considerd una similitud >90 %
como cepas genéticamente relacionadas utilizando el software GelJ

v.2.0 (Heras et al., 2015).

Estudios genémicos

Extraccion de ADN para la secuenciacion del genoma completo

La extraccion de ADN para la secuenciacion del genoma completo mediante la
plataforma Illumina® se llevé a cabo utilizando el kit de extraccion InstaGene
Matrix® (Bio-Rad). Las cepas se cultivaron en medio de crecimiento ATS

(OXOID™) durante 18-24 h a 35 + 2 °C. Posteriormente, se seleccionaron 4-5
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colonias aisladas, las cuales se resuspendieron en un tubo Eppendorf con 1 mL
de agua estéril, y fueron centrifugadas durante 1 min a 14.000 rpm. Tras eliminar
el sobrenadante, se anadieron 200 pL de Chelex® al 5% (Bio-Rad), se
homogenizo la mezcla en un vortex durante 20 s, y se incubd a 100 °C durante
10 min. A continuacién, se homogenizé nuevamente en un vortex durante 10 s 'y
y se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min, recuperando un volumen de 100
ML del sobrenadante, el cual se almacend a -20 °C. El rendimiento y la pureza
del ADN recuperado se determiné utilizando el espectrofotometro EPOCH
(Biotek) junto con la placa TAKE3 (Biotek), considerando rangos optimos de

pureza valores entre 1,9y 2,1 de la relacién de absorbancia 260/280.

Secuenciacion del genoma completo

La secuenciacion del genoma completo se llevd a cabo utilizando la tecnologia
lllumina®. Para este propdsito, se contrataron los servicios de SeqCenter,
Estados Unidos (https://www.seqcenter.com), donde se empled la plataforma
lllumina® NextSeq2000 (150 pb paired-end). Posteriormente, se evaluo la
asignacién taxonomica de las lecturas mediante Kraken2 v2.13 (Wood et al.,
2019). Luego, el control de calidad y trimming fue realizado mediante FastQC
v0.12.1 (Andrews, 2010) y FastP v0.23.4 (S. Chen et al., 2018), respectivamente.
Se realizd el ensamblaje de novo de las secuencias utilizando la herramienta
Shovill v1.1.0 (Seemann, 2017) que integra el ensamblador SKESA v2.5.1
(Souvorov et al., 2018). La calidad del ensamblaje fue evaluada mediante QUAST
v5.2.0 (Gurevich et al., 2013) y CheckM v1.2.3 (Parks et al., 2015). Cabe destacar

que no existié un criterio de seleccion para los genomas secuenciados en esta
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tesis. Estos se encontraban disponibles en el la base de datos del Laboratorio de

Investigacion en Agentes Antibacterianos y coincidieron con las cepas a estudiar.

Construccion de la base de datos de genomas de K. pneumoniae (Kp1)

Se descargaron 21.219 genomas de K. pneumoniae specie complex, los que
correspondieron a la totalidad informada en la base de datos NCBI-Refseq hasta
la fecha 16.09.2024 junto con su metadata. De éstos, se seleccionaron 991
genomas que pertenecieran a la region de América del Sur. Posteriormente,
mediante la herramienta AMRFinderPlus v3.12.8 (Feldgarden et al., 2021) se
identificaron 145 genomas que portaron genes codificantes de metiltransferasas
de ARNr 16S y carbapenemasas. Finalmente, de estos 145 genomas, se trabajo
con aquellos que cumplieron criterios de calidad propuestos por Hennart et al.
(21.000 contigs, tamano del genoma <4.5 Mpb o0 26.5 Mpb, contenido GC >59%
y ANI <96% respecto al genoma de referencia de la cepa HS11286 (codigo de
acceso: GCF_000240185.1), los que, finalmente, fueron 133 genomas. Los
analisis previamente mencionados fueron realizados con las herramientas
QUAST v5.3.0 (Gurevich et al., 2013); CheckM v1.2.3 (Parks et al., 2015); y
FastANI disponible en Galaxy Australia
(toolshed.g2.bx.psu.edu/repos/iuc/fastani/fastani/1.3).

Los 133 genomas filtrados desde NCBI-Refseq junto a los 6 genomas

secuenciados en este trabajo recibiran la denominacion de base de datos QDB.
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Analisis filogenético

El analisis filogenético se realizé con los 139 genomas de la QDB.Para establecer
el ST de los genomas se utilizé la herramienta Kleborate v3.0.8 (Lam et al., 2021).
Para el analisis filogenético, la asignacion de los sublinajes (SL) y grupos clonales
(CG) se utilizé el esquema cgMLST de 629 loci propuesto por (Hennart et al.,
2022) disponible en la pagina web PathogenWatch (https://pathogen.watch/).

Estudio de genes de resistencia, virulencia serotipos capsulares y

antigenos O

La determinacién de genes de resistencia a antimicrobianos y metales pesados
fue realizada mediante la herramienta AMRFinderPlus v3.12.8 (Feldgarden et al.,
2021), mientras que la determinacion de genes de virulencia, serotipos
capsulares y antigenos O fue realizada mediante la herramienta Kleborate v3.0.8
(Lam et al., 2021).

Estudio de plataformas genéticas asociadas a metiltransferasas de ARNr

16S y carbapenemasas

Mediante la herramienta MOB-suite v3.0.3 (Robertson & Nash, 2018), se

identific tanto los grupos de incompatibilidad, los contigs asociados a plasmidos

utiizando los genes de replicacion, genes codificantes de proteinas de

movilizacion y genes asociados al origen de transferencia. Posteriormente, se

empled la herramienta Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) v2024-
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07-18.build7555 (Tatusova et al., 2016) para describir el entorno genético
asociado a las 16S-RMTasas y carbapenemasas. Ademas, la herramienta
ISFinder (Siguier et al., 2006) se utilizé para corroborar las secuencias de
insercion anotadas por PGAP. Para analizar el grado de homologia de plasmidos
se utilizd la herramienta FastANIl disponible en GalaxyAustralia

(toolshed.g2.bx.psu.edu/repos/iuc/fastani/fastani/1.3).

RESULTADOS

En las 36 cepas de K. pneumoniae specie complex resistentes a aminoglucdésidos
y carbapenémicos incluidas en esta tesis, se identifico la presencia de los
siguientes genes de 16S-RMTasa, armA (6), rmtC (24), rmtD (2) y rmtG (3), en el
caso de las carbapenemasas se detectd los genes blakrc (10), blanom (23) y blavim
(1). Enla Tabla 6 se presentan las diversas co-portaciones de genes encontrados
en las cepas estudiadas. Se pudo observar que la co-portacion de genes mas
frecuente correspondié rmtC + blanom (22 cepas) seguido de armA + blakec (5
cepas). En menor frecuencia se encontrd la co-portacion de rmtG + blaxpc (3
cepas), armA + blanom (1 cepa), rmtD + blakec (1 cepa), rmtD + blaviv (1 cepa).
Cabe destacar que en 1 cepa se detectaron dos genes de 16S-RMTasa, armA +
rmtC, asociados a blanom, como asi también se detectaron 2 cepas portando dos

genes de carbapenemasas, blakec + blanom, asociados a rmtC.
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Tabla 6. Genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas (CBP)
detectados en cepas de K. pneumoniae.

Cepa 16S-RMTasa CBP
K2040, K2041, K2042, K2043 y UCO318 armA blaxpc
K2044 armA blanpm
1U, 6U, 10U, 11U, 13U, 14U, 16U,19U, rmtC blanpbwm

24U, 29U, 33U, 34U, 35U, 36U, 36U, 38U,
40U, 41U, 43U, 44U, K2067 y P88

17Uy 28U rmtC blakec & blanom
7U armA & rmtC blanowm
UCO-384 rmtD blakpc
K2070 rmtD blavim
UCO-333, UCO-340, UCO-341 rmtG blaxec

Denominacion | K (cepario del LIAA, Laboratorio de Investigacién en Agentes

Antibacterianos); U (Hospital Guillermo Grant Benavente); UCO (Universidad de
Concepcion).
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Genotipificacion de cepas de K. pneumoniae

Los resultados del estudio de relacion genética entre las 36 cepas co-portadoras
de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas se muestra en la
Figura 5. Se obtuvieron 5 clusters, cada cluster esta conformado por cepas que
poseen una estrecha relacion genética, pudiendo ser, potencialmente clones. El
cluster 5 fue el que estuvo formado por el mayor numero de cepas (18 cepas),
de las cuales 16 cepas co-portaban los genes rmtC+blanom y dos cepas
rmtC+blakpc+blanom. En este cluster todas las cepas provenian de la ciudad de
Concepcidn y fueron aisladas el afio 2023.

Respecto a los otros clusters, el cluster 2 estuvo formado por tres cepas, siendo
dos co-portadoras de los genes rmtG+blakec, ambas cepas aisladas en Santiago
el 2013. La tercera cepa fue co-portadora de armA+blakrc, también aislada en
Santiago el afio 2019.

El cluster 1 estuvo formado por 3 cepas, dos co-portaron rmtC+blanom, ambas
aisladas en Concepcion, los afios 2019 y 2021. La tercera cepa correspondio a
una cepa aislada en Santiago el afo 2013 y, que co-portaba los genes
rmtG+blaxrc.

En relacidon con el cluster 3, estuvo formado por tres cepas co-portadoras de
armA+blakpc, todas aisladas en Santiago el afio 2019. Finalmente, el cluster 4
estuvo constituido por 3 cepas, de estas, dos portaron los genes rmtC+blanom y
una portdé armA+rmtC+blanowm, todas fueron aisladas en Concepcidn el afio 2023.
Finalmente, seis cepas no estuvieron relacionadas genéticamente (UCO318,
44U, K2070, K2044, 14U y UCO384) presentando las siguientes co-portaciones,

armA+blakpc, rmtC+blanom, rmtD+blavivm, arma+blanom y rmtD+blaxpc.
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Figura 5. Relacion genética de 36 cepas de K. pneumoniae co-portadoras de
genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas.
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Analisis genémico de K. pneumoniae co-portadoras de genes codificantes

de 16S-RMTasas y carbapenemasas

Respecto a los genomas de las cepas secuenciadas en el presente trabajo, la
totalidad de estas (seis) provenia de Concepcion, dos cepas fueron aisladas el
2021 y cuatro el 2023. El analisis del cgMLST indicé que cuatro cepas (17U, 28U,
40U, 41U) pertenecian al ST 25, sublinaje (SL) 25 y grupo clonal (CG) 10224,
mientras que las otras dos cepas (P88 y K2070) pertenecian al ST11 y ST5830,
compartiendo el SL258 y CG340.

De la misma manera, se analizo el linaje de los 133 genomas desde la base de
datos QDB (Anexo 3), los que provenian de 7 paises de América del Sur
(Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Peru y Venezuela). En la Figura 6
y Figura 7 se observa la distribucion geografica de los linajes identificados. En
los 133 genomas se observd una diversidad de quince secuencio tipos (ST258,
ST11, ST25, ST437, ST340, ST16, ST874, ST378, ST442, ST629, ST629-3LV
ST129, ST219, ST5 y ST5830); diez sublinajes (SL258, SL17, SL25, SL874,
SL378, SL629, SL107, SL442, SL1082 y SL5) y doce grupos clonales (CG258,
CG340, CG10224, CG5, CG16, CG107, CG378, CG629, CG442, CG874,
CG1082 y CG10268).

De manera relevante, el mayor numero de genomas provenia de Brasil (107
genomas), detectandose en ellos diversos ST, como ST258 (n=88), ST11 (n=17),
ST436 (n=6), ST340 (n=4), ST16 (n=3), ST874 (n=3) y ST442 (n=2). Respecto a
la nomenclatura obtenida mediante el esquema de cgMLST, se encontré que el
SL258 (n=92) estuvo comprendido por el CG258 (n=70), CG340 (n=16) y
CG10268 (n=6). EI SL17 (n=3) por CG16 (n=3). El SL874 (n=3) por CG874 (n=3).
El SL378 por CG378 (n=2). EI SL107 (n=1) por CG107 (n=1), el SL442 (n=1) por
CG442 (n=1) y el SL1082 (n=1) por CG1082 (n=1). Adicionalmente, a cuatro
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genomas pertenecientes a los ST258 (n=2), ST442 (n=1) y ST629-3LV (n=1) no
fue posible asignarles (NA) una denominacion de SL o CG mediante el esquema
de cgMLST debido a que presentaron <600 genes requeridos por el esquema
(Anexo 3).

En relacion con los 9 genomas provenientes de Argentina, se encontré la
siguiente distribucion ST258 (n=7), SL258 (n=7), CG258 (n=7) y ST11 (n=2),
SL258 (n=2), CG340 (n=2). Informacion muy similar fue obtenida para los 5
genomas que provenian de Peru, los cuales fueron ST258 (n=4), SL258 (n=4),
CG258 (n=4) y ST11 (n=1), SL258 (n=1) y CG340 (n=1), como asi también para
los 4 genomas de Colombia, todos pertenecieron al ST258, SL258 y CG258. Por
el contrario, en los 5 genomas de Ecuador se detectaron ST no pesquisados
previamente, como lo fue el ST629 (n=3), SL629 (n=2), CG629 (n=2)y ST5 (n=2),
SL5 (n=2) y CG5 (n=2). En el caso de los 2 genomas que provenian de Chile,
uno de ellos correspondi6 al ST258, SL258 y CG258 y el otro fue ST25, SL25 y
CG10224. Finalmente, el unico genoma que provenia de Venezuela
correspondiendo al ST11, SL258 y CG258.

De acuerdo con los linajes descritos anteriormente, el ST prevalente
correspondié al ST258 (88 genomas), SL258 (114 genomas) y CG258 (86
genomas) como se muestra en las Figura 8, Figura 9 y Figura 10.

En la Figura 11 se presenta un resumen de la relacién entre STs, SLs, CGs y

lugar geografico desde donde fueron aisladas las cepas trabajadas.
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Tabla 7. Estadisticas de ensamblaje de las cepas de K. pneumoniae (Kp1)

secuenciadas en este trabajo.

NSQ TT  Contigs %GC  N50 L50 CMT (%) CTO (%)

(Mpb)
17U 5.7 88 57,11 161033 11 98.93 1.21
28U 5.7 91 57,18 210315 9 99.19 0.96
40U 5.6 104 57,21 136816 14 99.19 1.13
41U 5.6 94 57,20 147279 13 99.19 0.96
P88 5.7 217 56,99 76364 25 99.45 1.49
K2070 5.6 136 57,28 97623 16 99.45 0.91

NSQ | Nombre de la secuencia; TT | Tamafo total; CMT | Completitud; CTO |

Contaminacion.
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Figura 6. Distribucion geografica de linajes basado en esquema MLST Pasteur
(ST) de 139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur
co-portadores de genes codificantes 16S-RMTasas y carbapenemasas (133
genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis (estrella

roja)).
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Figura 7. Distribucidn geografica de linajes basado en esquema cgMLST (SL) de
139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur co-
portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas (133
genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis (estrella

roja)); NA | No asignado.
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Figura 8. Heatmap de distribucion secuencio tipos (ST) basado en esquema
MLST Pasteur de 139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de
América del Sur co-portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas vy
carbapenemasas. (133 genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos

en esta tesis).
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Figura 9. Heatmap de distribucién de sublinages (SL) basado en esquema
cgMLST de 139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del
Sur co-portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas
(133 genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis); NA

| No asignado.
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Figura 10. Heatmap de distribucién de clonal groups (CG) basado en esquema
cgMLST de 139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del
Sur co-portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas
(133 genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis; NA |

No asignado.
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Figura 11. Diagrama aluvial de distribucion de linajes de 139 genomas de K.
pneumoniae (Kp1) basado en esquema MLST Pasteur (ST), cgMLST (Sublinage
y Clonal Group) y la regién geografica de origen (Location). Los 139 genomas
(133 obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis) provienen de

América del Sur, todos co-portadores de genes codificantes 16S-RMTasas vy
carbapenemasas; NA | No asignado.
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Analisis del resistoma de cepas co-portadoras de genes codificantes de

16S-RMTasas, carbapenemasas.

En las 6 cepas secuenciadas en esta tesis se determiné que, respecto a las
variantes de genes codificantes de 16S-RMTasas las cepas 17U, 28U, 40U, 41U
y K2070 portaban el gen rmtC y la cepa P88, rmtD2. En relacion con los genes
codificantes de carbapenemasas, el analisis revel6 en tres cepas la presencia del
gen blanowm-1 (40U, 41U y P88), en una cepa el gen blaviv-2 (K2070), mientras que
dos cepas co-portaron blakpc-2 +blanom-1 (17U y 28U).

En lo que respecta a los 133 genomas de la base de datos QDB, el principal gen
codificante de 16S-RMTasa fue rmtB1 (n=96), encontrandolo en Brasil (n=81),
Argentina (n=9) y Peru (n=4). Adicionalmente, 3 genomas de Brasil portaban los
genes rmtB a los cuales no fue posible asignar un linaje por el esquema cgMLST
En segundo lugar, se encontré en 18 genomas el gen rmtG, Brasil (n=9), Ecuador
(n=5), Colombia (n=3) y Peru (n=1). En tercer lugar, el gen rmtC se detect6 en 10
genomas, obtenidos desde cepas aisladas en Chile (n=6, 5 de las cuales
corresponden a cepas secuenciadas en esta tesis) y Brasil (n=4). Por otra parte,
armA, se detecté en genomas de Brasil (n=4) y Chile (n=1). Los genes que se
detectaron con menor frecuencia correspondieron a rmtE, encontrandolos en
genomas provenientes desde cepas aisladas en Colombia (n=1) y Venezuela
(n=1); rmtF, Brasil (n=2); rmtD1, Brasil (n=2) y rmtD2, proveniente de Chile (n=1,
proveniente de este trabajo). La distribucion geografica de los genes codificantes
de metiltransferasas en 139 genomas se muestra en la Figura 12. Respecto a
los genes codificantes de carbapenemasas, el principal gen encontrado fue
blakrc (N=114), con 10 variantes: blakpc-2, blakpc-3, blakpc-33, blakpc-35, blakpc-a,
blakec-s1, blakpc-103, blakec-10s, blakpc-142 'y blakec-1s. ElI segundo lugar,

correspondid a blanom (n=17), con 2 variantes: blanom-1 y blanom-s. Solo un
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genoma presentd blaviv-2. Respecto a los genomas de cepas co-portadoras de
genes codificantes de carbapenemasas, blakpc-2+blanom-1 (n=3), blakpc-2 + blanowm-
5 (N=1), blakpc-2+blanom-44 (N=1) y blanom-1+blaoxa-zeo (N=1). En la Figura 13 puede
observarse la distribucion geografica de éstos. En la Tabla 8 se muestra
informacion referente a cada una de las secuencias gendmicas utilizadas en este
estudio como pais de origen, ano, ST, y el tipo 16S-RMTasas y carbapenemasa

detectada.
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Figura 12. Distribucion geografica de genes codificantes de metiltransferasas en
139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur co-
portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas (133

genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis).
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Figura 13. Distribucién geografica de genes codificantes de carbapenemasas en
139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur co-
portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas (133
genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis).
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Tabla 8. Descripcion de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas
de genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur. Incluidas
las 6 cepas secuenciadas en este trabajo (17U, 28U, 40U, 41U, P88 y K2070).

Secuencia ID- Ano ST 16S- CBP
QDB RMTase
Brasil
Kp13 1 2009 ST442 rmtG blakpc-2
1194 3 2011 ST340 rmtG blakpc-2
LIM964 14 2011 ST442 rmtG blakpc-2
ONE259 74 2011 ST340 rmtG blakpc-2
LIM1375 12 2012 ST258 rmtB1 blakpc-2
LIM1372 13 2012 ST258 rmtB1 blakpc-2
1849 5 2013 ST258 rmtB1 blakpc-2
CCBH17440 2 2014 ST437 armA blakpc-2
P39 34 2014 ST258 rmtB1 blakpc-2
Kp177 38 2014 ST258 rmtB1 blakpc-2
kp180 39 2014 ST258 rmtB1 blakpc-2
7861H 105 2014 ST340 rmtB1 blakpc-2
4448 6 2015 ST258 rmtB1 blakpc-2
P63 22 2015 ST11 rmtB1 blakpc-2
P88 28 2015 ST258 rmtB1 blakpc-2
P72 30 2015 ST258 rmtB1 blakpc-2
P43 32 2015 ST258 rmtB1 blaxkpc-2
P27 36 2015 ST258 rmtB1 blakpc-2
P05 37 2015 ST16 rmtB1 blakpc-2
CCBH17428 49 2015 ST437 armA blakpc-2
CCBH19867 50 2015 ST437 armA blakpc-2
4490 4 2016 ST258 rmtB1 blakpc-2
B30 7 2016 ST437 rmtG blakpc-2
BC_5000 15 2016 ST258 rmtB1 blakpc-2
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BC_4993
BC_4987
BC_4990
P77
HSP31
HSP16
HSPO8
HSP15
P71
P73
P48
P38
UEB_24
BC_5003
UEB_18
ICBKPS7
CCBH27588
CCBH27462
5916
CCBH26794
Kp65R
HA40Kpn
L2304797
CCBH28206
CCBH27949
CCBH28217
CCBH28026
CCBH27867
CCBH27695
CCBH27584
L15
L2
L1
L30

16
18
19
23
24
25
26
27
29
31
33
35
51
17
52

123
42
48
73
77
81
82

131
40
41
43
44
45
46
47
53
54
55
56

2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2017
2017
2017
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
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ST258
ST258
ST258
ST11
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST129
ST258
ST219
ST258
ST378
ST258
ST16
ST258
ST258
ST11
ST258
ST874
ST258
ST874
ST874
ST378
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258

rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB
rmtB1
rmtB
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtG
rmtB1
rmtG
rmtB
rmtF1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtD1
rmtB1
rmtC
rmtB1
rmtC
rmtC
rmtF1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1

blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakec-2
blakpc-2
blakec-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blanpm-1
blakec-2
blakpc-2
blakpc-2
blanpm-1
blakec-2
blakpc-2
blakpc-2
blaxkpc-2
blakec-2
blakpc-103
blakpc-2/blanom-1
blakpc-2
blanpm-1
blakpc-2/blanbm-a4
blanpm-1
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2

blakpc-2




L28
L12
L18
L3
L6
L5
L24
L16
L33
L31
L9
L14
L27
L11
L20
L10
CCBH29261
CCBH29128
ECLORG10

M7233093
LEMB_UFF_482
1039_21
ID_1201_21
ID_1094_21
ID_0989_21
ID_1383_21
ID_1042_21
ID_0981_21
ID_1369A_21
ID_0959 21
ID_0384_21
ID_0302_21
ID_0108_21

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
75
76
108

130
132
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
95

2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

2020
2020
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

66

ST11
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258
ST258

ST16
ST629

-3LV
ST258
ST258

ST11
ST258

ST11

ST11
ST258

ST11
ST258
ST437
ST258
ST258

ST11
ST258

rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtC
rmtG

rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1
rmtB1

blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blanpwm-1/blaoxa-37o

blakpc-2

blakpc-s1
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2

blakpc-1s1
blakpc-2
blakec-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2
blakpc-2

blakpc-2




ID_0662_21 96 2021 ST11 rmtB1 blakec-2
ID_0727_21 97 2021 ST11 rmtB1 blakpc-2
ID_0516_21 99 2021 ST258 rmtB1 blakpc-a4
ID_0893_21 100 2021 ST258 rmtB1 blakpc-2
ID_0900_21 101 2021 ST258 rmtB1 blakpc-2
N5062754 124 2021 ST258 rmtB1 blakpc
N4293546 125 2021 ST258 rmtB1 blakpc-33
N4292977 126 2021 ST258 rmtB1 blakpc-33
N4213107 127 2021 ST258 rmtB1 blaxkpc-33
N3182918 128 2021 ST258 rmtB1 blakpc-142
M9171130 129 2021 ST258 rmtB1 blakpc-108
ID_0016_22 94 2022  ST258 rmtB1 blakpc-2
ID_0698_22 98 2022  ST258 rmtB1 blakpc-181
P19 106 2022  ST340 rmtG blakpc-2
S942 107 2022 ST11 rmtD1 blakpc-2
Kp77RR 80 SI ST437 armA blakpc-2
Argentina
HA30 78 2019 ST11 rmtB1 blanpm-5
HA31 79 2019 ST11 rmtB1 blanpwm-5
M28413 112 2022  ST258 rmtB1 blanom-5
M28162 113 2022  ST258 rmtB1 blanom-5
M28206 114 2022  ST258 rmtB1 blanpwm-5
M28195 115 2022  ST258 rmtB1 blanom-s
M28196 116 2022  ST258 rmtB1 blakpc-2/blanpw-5
Kp-NDM-5 119 2022  ST258 rmtB1 blanpwm-5
Kp-NDM-5 120 2022  ST258 rmtB1 blanom-5
Chile
UCO0-490 21 2018  ST258 rmtC blanpm-1
KpVA833 133 2019 ST25 armA blakpc-2
P88 P88 2021 ST11 rmtC blanom-1
K2070 K2070 2021  ST5830 rmtD2 blavim-2
17U 17U 2023 ST25 rmtC blakec-2/ blanom-1
28U 28U 2023 ST25 rmtC blakpc-2/blanom-1
40U 40U 2023 ST25 rmtC blanpm-1
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41U 41U 2023 ST25 rmtC blanom-1

Colombia
COL-Kpn66 11 2009  ST258 rmtG blakpc-2
COL-Kpn79 10 2010  ST258 rmtG blakpc-3
COL-Kpn88 9 2011 ST258 rmtE blakrc-s
COL-Kpn96 8 2012  ST258 rmtG blakpc-3
Ecuador
ECLORG28-kpc 110 2020 ST629 rmtG blakec-2
ECLORG29-kpc 111 2020 ST629 rmtG blakpc-2
ECLORG37-kpc 109 2021 ST629 rmtG blakpc-2
HEE45 1 102 2022 ST5 rmtG blakpc-2
HEE38_1 103 2022 ST5 rmtG blakpc-2
Peru
KpCRO1 104 2018 ST11 rmtG blakpc-2
[IH-371 117 2021 ST258 rmtB1 blakpc-2
[IH-375 118 2022  ST258 rmtB1 blakpc-2
K2KPC 121 2021 ST258 rmtB1 blaxpc-3s/blakpc-35
K1KPC 122 2021 ST258 rmtB1 blakec-2
Venezuela
12904 20 2015 ST11 rmtE blanpm-1

Secuencia | nombre de la secuencia de RefSeq; ID-QDB | niumero correlativo de la base
de datos QDB, Afo | Afo de aislamiento; ST | secuencia tipo; 16S-RMTasa |
metiltransferasas de ARNr 16S; CBP | carbapenemasa; * | gen truncado; Sl | Sin

informacion.
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En la Tabla 9 se describen otros genes de resistencia a antimicrobianos,
diferentes a 16S-RMTasas y carbapenemasas, en los 6 genomas analizados en
este trabajo. Se identificaron los genes asociados a resistencia a antibidticos 8-
lactamicos, aminoglucésidos, bleomicina, fosfomicina, lincosamidas/macrolidos y
estreptograminas, macrolidos, fenicoles, quinolonas, rifamicinas, sulfonamidas y

trimetoprima, tetraciclinas y compuestos de amonio cuaternario.
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Tabla 9. Resistoma de las seis cepas secuenciados en este trabajo (17U, 28U, 40U, 41U, P88 y K2070).

17U 28U 40U 41U P88 K2070
B-lactamicos blashv-11 blashv-11 blashv-11 blashv-11 blasHv-11 blasHv-11
blacwmy-6 blacwmy-6 blatem+ blatem-1 blatem-1 blatem-1
blaoxa-10 blaoxa-10 blacwy-s blaoxa-1
blacwmy-6 blacmy-6 blaoxa-101
blacTtx-m-2 blactx-m-2 blactx-m-15
Aminoglucésidos aadA2 aac (6')-1b aadA1 aadA1 aadAb5 aadAb5
aph (3)-la aadA2 aph (3")-Ib  aac (3)-lld  aac (6')-Ib-cr
aac (6')-1b aph (6)-1d aph (6)-Id  aac (6')-Ib
aph (3")-Ib  aac (6')-Ib
aac (6')-1b3
Bleomicina blemsL blemsL blemsL blemsL blemsL -
Fosfomicina fosA-like fosA-like fosA-like fosA-like fosA-like fosA-like
LME - - - - - erm(B)
Macrolidos mph(A) - mph(A) - mph(A) mph(A)
Fenicoles - - - - - catB3
Quinolonas qnrB19 qnrB19 qnrB19 qnrB19 - -
Rifamicinas - - arr-2 arr-2
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Sulfonamidas/ sult sult sult sul1 sult sul1

trimetoprima dfrA12 sul2 sul2 dfrA17
dfrA12
Tetraciclinas - - - - - tet(G)-like
QACs qacEA1 qacEA1 qacEA1 qacEA1 gacE qacEA1
GRMP fieF fieF fieF fieF fieF arsBCDR?
PCOAR?
SilAR?
silP?
merADETR?
fieF

* | gen truncado; @ | gen <100% homologia; - | gen ausente; QACs | Quaternary ammonium compounds; LME | lincosamidas,
macrolidos y estreptograminas; GRMP | Genes de resistencia a metales pesados; ars | Arsénico; pco | Cobre; sil (Ay R) |

Cobre y Plata; sil | Plata; mer | Mercurio; fieF | otros.
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Mediante la extensién plus disponible en la herramienta AMRFinder se determiné
la presencia de genes de resistencia a metales pesados. Del total de genomas
analizados (138 genomas) pertenecientes a la base de datos QDB, se identifico
una alta prevalencia de genes de resistencia a Arsénico (109 genomas) mediado
por los genes arsABCDR; a cobre (107 genomas) mediado por los genes
pcoABCDERS; a cobre y plata (98 genomas) mediado por los genes silABCFRS;
a plata (96 genomas) mediado por los genes silEP, y en menor medida se
encontraron genes de resistencia a mercurio (29 genomas) mediado por los
genes merACDERT; teluro (12 genomas) mediado por los genes terBCDE; a
niquel (3 genomas) mediado por los genes ncrABY; y a cobre y niquel (3
genomas) mediado por el gen ncrC. En la Figura 14 se muestra el valor
porcentual de la portacién de genes de resistencia a metales pesados, el valor
se encuentra normalizado por el numero total de genomas del mismo ST.

Cabe destacar que, en el linaje representado por el ST25 se encontrd Unicamente
la presencia del gen fieF. FieF pertenece a la familia de proteinas transmembrana
facilitadoras de difusion de cationes, que son capaces de transportar zinc y otros
iones de metales pesados a través de la membrana citoplasmatica. Por el
contrario, en los genomas pertenecientes al ST258 se encontré la presencia de
genes de resistencia a arsénico (arsABCDR), cobre (pcoABCDERS), cobre y
plata (slABCEFPRS), teluro (terEBCD), mercurio (merC), compuestos de amonio
cuaternario (qacEL), fieF, hsp20y clpK. A su vez, los genomas pertenecientes al
ST11 presentaron genes de resistencia a arsénico, cobre, cobre y plata, teluro y
una mayor cantidad de genes de resistencia a mercurio (merACDEPRT) y

compuestos de amonio cuaternario, fieF, hsp20, clpK'y pcoE.
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Figura 14. Heatmap de distribucion de frecuencia de genes de resistencia a
metales pesados encontrados en diferentes STs de 139 genomas de K.
pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur portadores de genes
codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas (133 genomas obtenidos de

base de datos QDB y 6 descritos en esta tesis).
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Fendmeno de co-portacion de genes codificantes de 16S-RMTasas y

carbapenemasas

Como se menciond anteriormente, los datos referentes a los linajes, el afio de
aislamiento y lugar de aislamiento de las cepas co-portadoras de 16S-RMTasas
y carbapenemasas pueden ser revisados en la Tabla 8. En relacion con la co-
portacion de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas, como se
observa en la Figura 15 la mas frecuente fue rmtB1+blakpc-2 (n=78), y el mayor
numero de genomas estuvo representado, principalmente, por Brasil (n=75).
Luego, se encontré6 rmtG+blaxpc-2 (n=15), rmtB1+blanom-s (n=8), armA+blaxpc-2
(n=5), rmtC+blanom-1 (n=5), rmitB+blakec-2 (n=3), rmtB1+blakrc-sz (N=3),
rmtC+blakpc-2/blanom-1  (n=3), rmtB1+blakpc-181 (N=2), rmtB1+blakpc-108 (n=2),
rmtD1+blakpc2 (n=2), rmtF1+blanom-1 (n=2), rmtG+blakpc-3 (n=2), rmtB1+blakpc-
142 (N=1), rmtB1+blakpc-a4 (n=1), rmtB1+blakpc-2 /blanom-5 (n=1), rmtB1+blakpc-s1
(n=1),  rmtC+blakpc-2/blanom-44  (n=1),  rmtC+blanom-1+blaoxa-sso0  (N=1),
rmtD2+blavimz (n=1), rmtE+blakpc-3 (n=1), rmtE+blanom-1 (n=1), y rmtG+blanpm-1
(n=1).

En Argentina, los dos primeros genomas fueron obtenidos de cepas aisladas el
2019 (ST11) que co-portaron rmtBi+blanoms. El 2022, de siete genomas
(ST258), seis co-portaron rmtB1+blanom-s y un genoma co-portd rmtB1 junto a
blakpc-2+blanpwm-s.

En cuanto a Brasil, el 2009, un genoma (ST442) fue co-portador de rmtG+blaxpc-
2, siendo el primero a nivel de América del Sur en co-portar una serino
carbapenemasa segun la base de datos QDB. El 2011, tres genomas (co-
portaron rmtG+blakpec-2 (ST340(2) y ST442 (1)). El 2012, dos genomas (ST258)
co-portaron rmtB1+blakpc-2. EI 2013, un genoma (ST258) co-portd rmtB1+blakpc-
2. El 2014, de 5 genomas cuatro (tres ST258 y un ST340) co-portaron
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rmtB1+blakpc2 'y un genoma (ST436) co-portd armA & blakpc2. ElI 2015, de 9
genomas, siete co-portaron rmtB1+blakrc-2 (ST258 (5), ST11 (1) y ST16 (1))
mientras que dos genomas (ST436) co-portaron armA+blaxpc-2. El 2016, de 16
genomas, 14 co-portaron (trece ST258 y un ST11) rmtB+blaxrc-2, respecto al gen
rmtB, 12 genomas presentaron la variante rmtB1 y en dos genomas no fue
posible designar la variante para rmtB. De los dos genomas pendientes, uno co-
portd rmtG+blaxpc-2 (ST436) y, el otro co-porté rmtG+blanom-1 (ST129). EI 2017,
de 3 genomas, 2 (ST258) co-portaron rmtB+blakrc-2, respecto al gen rmtB, de los
2 genomas estudiados, uno presenté la variante rmtB1, mientras que para el otro
no fue posible designar la variante. El tercer genoma (ST219) co-portd
rmtG+blakpc-2. EI 2019, de 7 genomas, 4 co-portaron rmtB1+blakpc-2 (ST258 (3)
y ST16 (1)). Un genoma (ST258) co-portd rmtB1+blakpc-103. Adicionalmente, un
genoma (ST11) co-portd rmtD7+blakrc-2, mientras que el séptimo genoma
(ST368) co-portd rmtF1+blanom-1. EI 2020, de los 32 genomas, 25 co-portaron
rmtB1+blakpc2 (ST258 (24) y ST11 (1)). Un genoma (ST258) co-portd
rmtB1+blakpc-s1. Respecto a los 6 genomas restantes, presentaron las siguientes
co-portaciones, rmtG+blakpc2 (ST629-3LV), rmtF1+blanom-1 (ST368), rmtC
+blanom-1+blaoxa-eo0 (ST16), ademas, 3 genomas (ST874) co-portaron rmtC junto
con diferentes carbapenemasas como blanom-1, blakpc-2tblanom-1 'y blakpc-
2+blanom-44. El 2021, de 23 genomas, 15 genomas co-portaron rmtB1+blakpc-2
(ST11(7), ST258 (7) y ST436 81)). De los 8 genomas restantes (ST258) todos
co-portaron rmtB1 junto a variantes de blakrc, tales como, tres variantes de tipo
blakec-33 y una variante de tipo blakpc-44, blakpc-108, blakpc-142, blakec-181 'y blakec.
Finalmente, el 2022, de 4 genomas, dos (ST258) co-portaron rmtB1 junto a
blakpc2 y blakpc-181 por separado. Ademas, un genoma (ST11) co-portd
rmtD1+blakpc-2. El cuarto genoma (ST340) co-porté rmtG + blakpc-2.

En el caso de los genomas obtenidos desde cepas aisladas en Chile, el 2018, un
genoma (ST258) co-portd rmtC+blanom-1. EI 2019, un genoma (ST25) co-porto

armA+blakpc2. Respecto al periodo 2021-2023, los genomas analizados
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corresponden a aquellos secuenciados en este trabajo. En el 2021, de dos
genomas, uno co-portd rmtC+blanom-1 (ST11) y el otro co-portd rmtD2+blaviv-2
(ST5830). El afno 2023, en cuatro genomas, todos ST25, se detectd que dos co-
portaron rmtC+blanom-1 Y, los otros 2 rmtC+blaxkpc-2+blanom-1.

En el caso de Colombia, 4 genomas (ST258) obtenidos desde cepas aisladas los
anos 2009, 2010, 2011 y 2012, co-portaron respectivamente rmtG+blakpc-2; rmtG
+blakpc-3; rmtE +blakpc-2; y rmtG junto a blakpc-s.

Respecto a Ecuador, el afno 2020, dos genomas (ST629) co-portaron
rmtG+blakpc-2. El afio 2021 un genoma (ST629) porté rmtG +blaxpc-2. Finalmente,
el afio 2022, dos genomas (ST5) co-portaron rmtG + blakpc-2.

En cuanto a Peru, el afio 2018, un genoma (ST11) co-porté rmtG +blaxpc-2. El
afno 2021, 3 genomas (ST258) co-portaron rmtB1, de estos 2 co-portaron blakpc-
2 Yy uno blakecss. Finalmente, el afio 2022, un genoma (ST258) co-portd
rmtB1+blaxpc-2.

Respecto a Venezuela, se encontré solo un genoma (ST11), correspondiente al
afo 2015 que co-porté rmtE+blanom-1, siendo este, la primera descripcion de un
genoma portador de un gen codificante de metiltransferasa junto a uno de metalo-

B-lactamasa (MBL) en América del Sur segun la base de datos QDB.
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Figura 15. Correlacion de diferentes genes codificantes de 16S-RMTasas y
carbapenemasas en 139 genomas de K. pneumoniae (KP1) provenientes de
América del Sur co-portadoras de genes codificantes de 16S-RMTasas vy

carbapenemasas. (133 genomas obtenidos de base de datos QDB y 6 descritos
en esta tesis).
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Analisis filogenético

En la Figura 16 se presenta la reconstruccion filogenética de los 139 genomas
(6 secuenciados en esta tesis y 133 obtenidos de base de datos QDB). Se
observa que las cepas 17U, 28U, 40U y 41U estuvieron estrechamente
relacionadas con la cepa KpVA833 aislada en Santiago de Chile el afio 2019. En
cuanto a las cepas K2070 y P88, estas se encontraron relacionadas entre si junto
a la cepa 12904 aislada en Venezuela el 2015.

Se observo que el principal linaje estuvo formado por los genomas pertenecientes
al ST258, SL258 y CG258. Los linajes que se encontraron mayormente
relacionados al ST258 fueron respectivamente ST340, SL258 y CG258; ST11,
SL258 y CG258; ST11, SL258 y CG340; ST5830, SL258 y CG340; finalmente,
ST437, SL258 y CG258.

A su vez, los siguientes linajes se encontraron distantes de ST258, ST11 y entre
ellos, estos fueron los ST629, ST5, ST129, ST219, ST874, ST16, ST378y ST25.
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Year

Tree scale: 1000 +——i

133 GCF 0300816151 ASM3ONE 161v1 ganonic

| 45 GCF 0180552051 ASMIBOS529¢1 ganomic,

L 42 GCF 015600635.1 ASH1 58666371 genomic
- 7 GCF 023572345, 1 ASMZISTZ341 gencmic
1 73 GCF 0212458351 ASMZ1245831 genomic

37 GGF 0110383651 ASM 110363601 genomic:

43 GOF 018054335 1 ASK 5054831 ganormic

| 44 GCF 0160549051 ASIBUSASI1 ganomic
40 GCF 018686525, 1 ASK1 6885211 gancrmic

1
51GCF 0183591651 ASM1B3S919¥1 ganomic
{180 GCF 0288560451 ASMZISEOA arorc
1102 GOF 129955665, ASM2BSS558Y1 genomc
111 GCF 0377 1 ASMB3TETe! gencrmic

108 GOF 0369375851 ASMIGIITSEV1 ganonsc
108 GCF 36937625.1 ASMIBBITE2v1 gencemic:
- 14 GLF DU3095615.1 ASMIIBSE 11 genomic

|L 110 GEF QIGHI7E35.1 ASMIBAITE! gemamic

2018
2020
2021
2023

e ENEECO0Om s

ST258
ST

SL25

SL258
SL378
SL629

ST378
ST437
ST340
ST25
ST16
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CG258
CG442
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CG378
CG5
CG16
CG1082
CG340
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CG10268
NA

Brazil
Venezuela
Peru
Argentina
Chile
Ecuador

Colombia

OFEfEEN

AMR genes

@ 16S RMTase

. Carbapenemase

1 GCF 000S12166.1 ASMS1216v1 geromic
90 GCF 025075305.1 ASMZDITRI ganormic
7 GOF 002300785.2 ASMZ30TBA2 ginamic

40 GCF 017565915 1 ASM1 75658 11 ganormic
2GCF 0017152161 ASMIT16211 genomic

80 GCF 024813555 1 ASMAI138501 ganomic
50 GCF 117565045 1 ASKHTSRER41 ganomic
57 GCF 0210200651 KSMZ10208541 gancric
22 GOF 011037635 1 ASM1037631 genomic:
B2 GCF DZ539955.1 ASMZ5I8EE31 gencmic
107 GOF 1366003451 ASMIBREES4VI ganonic
BB GCF 0250751851 ASM2ITE18¢1 ganormic
3 GCF D26223575.1 ASMEE22ISTA1 genomic
85 GCF 0290760751 ASMZSTEOTA gancrmic

5 GCF 025076065.1 ASMZIITE0EN gencmic

20 GOF DUS134305.1 ASMS1B430+1 2600ic
23 GEOF 111037655 1 ASM11037681 genomic,
104 GCF L30372665.1 ASMIIT260v1 gencrmic
B
78 GCF 0247422351 ASM247422301 ganormic
105 GCF 135615495.1 ASMISE 15431 gencec
74 GCF 0214960061 ASM21406001 genormic
GCF DUITI8115.2 ASMITIEN12 geramic
106 GOF B36480915.1 ASMIHH4DI 11 ganomic
13 GG 0630955151 ASMIABES 11 panomic
11 GCF 41222175.1 ASNATZZZ1TV1 gencrsic
8 GCF 26079885, 1 ASNE90T868v1 genomic
A7 GCF U2S076125.1 ASNZOTE 121 gencmic
7 GOF 0210211151 ASMZ102117%1 genomic
71 GGF 121021225 1 ASMZ102122¢1 genormic
72 GCF U21021255.1 ASMZ102125¢1 genomic
53 GCF 021020745.1 ASM21 6207601 genormic
64 GO 0210210551 ASNZ102105v1 ganomic
68 GOF 021021135.1 ASMETDR11301 gunomic
66 GOF 121021005 1 ASM2102109v1 genormic
55 GCF 121020895.1 ASMZ1020831 genomic
65 GO 021021078 1 ASMZ1021071 genomic
1 GCF 121020085.1 ASMZ 1020581 ganomi
56 GCF 02102005, 1 ASMZ1I2085¢1 9800
70 GEF 021021175 1 ASMR102117v1 genumic
6 GCF U21021035.1 ASNZ1021631 gencmic
0 GEF 121020955 1 ASNZ 1020851 ganomic
62 GCF 0Z1021015.1 ASMZIOZ10T1 ganomc
B0 GOF 120078325 1 ASNRITE21 genomic
1 GCF 25078856, 1 ASNZOTEESY1 gencmic
5 GOF 0021042681 ASM2104261 genomic
31 GOF 011038035.1 ABM 110380301 gunamic
33 GOF 011036065.1 ASM 10360601 Gunomic
25 GOF (11037855, ASM11037881 genomic,
24 GCF UTIU3TE65.1 ASMTI03786%1 genarmic
28 GCF 111037995, ASM110379941 genomic
95 GCF 026070425, 1 ASNEITRZA1 ganomic
32 GCF 0110380551 ASM 11036051 genumic
36 GCF 011038135 1 ASM 11038131 genomic
27 GEF TIU3TE45.1 ASMTIG37 5001 genomic
26 GO 111037925, ASM110379241 genomic
30 GCF 011038015 1 ASMHO3801+1 ganumic:
128 GCF (41221345.1 ASNATZZ 1341 gencerc
20 GOF 11037955, ASM11037551 genomic
35 GCF 011U NIE | ASMITE8T bl genomic
34 GOF 111038095 1 ASW 10380941 genomic:
41 GOF 115656505 1 ASM1 5666591 genomic
40 GCF 16055456, 1 ASNTBUS549Y1 gencrmic
76 GCF 0Z081016.1 ASMZYIBI 11 gonormic
128 GCF 41221535.1 ASNA1Z21931 gancrmic
4B GCF 1160556751 ASMTSUSS6TY1 ganomic
77 GOF 023572615.1 ASMZ3ST26 el genormic
47 GCF 1160555351 ASMISUSS31 gencic
132 GOF 541388008 1 ASMA136809v1 genormic
1 GCF BMB13785.1 ASNEATITS A ganomic
123 GCF 1410002651 ASMAT0UE20v1 gencevc
38 GCF 011601045 1 ASM 1601041 genomic
8 GCF 012102296.1 ASM1Z102Z501 genomic
11 GOF 002885275 1 ASW288527v1 gancme:
I GCF G02855045.1 ASMZBSS041 genomic
10 GCF 002855115, ASMBSS11v1 g
8/GOF 002854975.1 ASM2B54ST41 genomic
21 GCF ULE338136.1 ASMEIIST31 genomic
120 GOF 40405245 1 ASMATATEZ4V1 ganomic
118 GCF 4MO7925.1 ASMANMGTIR YT genomic
118 GTF UIPM2135.1 ASHITMBTIN geromic
114 GOF (17442085, 1 ASH3T44008w1 enomic
113 BCF IP45035,1 ASMITA480301 genamic
112 GCF 374489151 ASMGT4489141 genomic
115 GOF 37448075, 1 ASMBTA4NT 41 genomic
100 GCF GZ0B0085.1 ASMZBIULOSN1 gencrric
101 GEF 125080128 1 ASM29060121 genormic
121 GCF 405675851 ASNMIBETSEV gancrmic
118 GOF Q75455651 ASMITSASEH! Bee0mc
122 GEF (4087005 1 ASNMIBTION genormc
117 BCF GI7545505,1 ASMITSA5S1 gemomic
130 GOF 541222145 1 ASMA122214v1 gonomic
B4 GCF D2R075085.1 ASMZITERS (1 ganomi
12 GOF DUSFS45.1 ASMIOUSB1
16 GCF 003321135 1 ASM3321131 genomic
17 GEF DUITICS.1 ASMIIZEIN genomic
6 GCF 002104205.1 ASMZ1047641 genomic
18 GCF 033263151 ASMII263 141 panomi
4 GCF QUZ104165.1 ASWZ1041841 i
S 168 GCF 063126285.1 ASMI126281 penomic
18 GCF DUIT65.1 ASHIIZEIN] genomic
2 GUF 129079945 1 ASMGIITES 11 ganomc
0 GCF D26070755.1 ASMRITATE] ganomic
124 GCF (410266651 NSOS2754 genomic
4 GCF 126079306 1 ASNES07801 genormic
8 GCF DZ1021155,1 ASM210211501 genomic
58 GUF 0210209351 ASNZ10Z0%341 3nomic
58 GGF 0210200151 ASMZ10208 11 genormic
54 GCF U21020815.1 ASMZ1E208 11 genomic
128 GOF B41215615.1 ASMA12188 1 genomic

127 GCF 412160651 ASNH121698v1 ganonic
125 GOF 412162551 ASN1Z1EZIV1 ganonic
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Figura 16. Arbol filogenético basado en esquema de cgMLST de K. pneumoniae
para 139 genomas de K. pneumoniae (Kp1) provenientes de América del Sur co-
portadores de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas. (133

obtenido de base de datos QDB y 6 genomas descritos en esta tesis).

Locus capsulare (KL), antigeno O (OL) y marcadores de virulencia

relevantes

Para las 6 cepas secuenciadas en este trabajo, se determiné que los locus
capsulares (K locus) y de antigeno O (O locus) para las cepas 17U, 28U, 40U y
41U correspondieron a KL2 y O1/02v2, mientras que para las cepas P88 y K2070
fueron KL39 y O3b. Respecto a los factores de virulencia investigados como
yersiniabactina (ybt), colibactina (cl/b), aerobactina (iuc), salmochelina (iro),
regulador de la biosintesis de polisacarido capsular (rmpADC), solo se encontré
ybt-14 codificado en el elemento ICEKpS y detectados en los genomas de las
cepas 17U, 28U, 40U y 41U (Tabla 10).

Por otra parte, en los 133 genomas de la base de datos QDB; los K locus 'y O
locus mas abundantes (Tabla 10) fueron KL107/01/02v2; seguidos de
KL64/01/02v2; KL15/04; KL36/04; KL2/01/02v2; KL39/01/02v1 y KL39/03b;
KL51/ O3b; KL24/ O1/02v1; KL125/ O5; KL10/ O3/03a; KL20/ O3/03a; KL62/
01/02v1; KL108/ O1/02v2; KL114/ O1/02v1 y KL105/ O1/02v2.

Ahora bien, 56 genomas portaron diferentes variantes del gen ybt, inserto en
diferentes variantes el elemento integrativo conjugativo (ICE) de K. pneumoniae
denominado comunmente como ICEKp, la distribucién de las variantes de ybt
junto a los elementos ICEKp fueron las siguientes, diecisiete genomas portaron
ybt-17 en ICEKp10; siete ybt-9 en ICEKp3; un ybt-0 en ICEKp10; un ybt-10 en

ICEKp4; tres ybt-17 en ICEKp10 (truncado); un ybt-0 en ICEKpZ2; dos ybt-0 en
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ICEKpP5; un ybt-0 en ICEKp10 (truncado); un ybt-2 en ICEKp1; un ybt-14 en
ICEKpP5; un ybt-0 en ICEKpS (truncado), un ybt-10 en ICEKp4 (truncado) y un
ybt-16 en ICEKp12.

En relacion con el gen clb, éste se detect6 en 31 genomas siendo
especificamente c¢/b-3. Finalmente, 2 genomas portaron iuc, todos
correspondientes a la variante iuc-3.

Respecto a otros marcadores de virulencia como iro y rmpADC, se encontro iro-
3 (truncado), y rmp-3 en la plataforma ICEKp1, ambos en las secuencias
HEE45 1 y HEE38 1 aisladas en Ecuador el 2022. Adicionalmente, estos
genomas portaban iuc-3.

Los genomas pertenecientes al ST258 (n=88), presentaron solo un variante locus
K (KL107) y dos variantes de locus O (01/02v2 y OL13). Brasil fue el pais con la
mayor cantidad de genomas (n=72), presentando las dos variantes de locus O
mencionadas anteriormente. Las cepas fueron aisladas desde 2012-2022, cinco
genomas presentaron OL13, estos cinco genomas correspondian a cepas
aisladas el 2019 (n=2) y el 2020 (n=3). Ademas, solo dos genomas, aislados el
2020, portaron ybt-17 en ICEKp10 junto a clb-3. De los otros genomas O1/02v2
(n=67), se observé que a partir del 2020 comienzan a aparecer genomas
portadores de ybt especificamente ybt-17 en ICEKp10 sumado a cl/b-3 y ybt-10
en ICEKp4. El 2022 se observo la aparicion de dos nuevas variantes de ybt,
encontrando ybt-14 en ICEKp5 e ybt-16 en ICEKp12 sumado a c/b-3. Cabe
destacar que todas las cepas pertenecian al SL258 y CG258.

Al igual que los genomas de Brasil, el resto de los genomas ST258 (n=16)
pertenecieron al SL258 y CG258. De estos, los mas antiguos provenian de cepas
aisladas en Colombia (n=4), entre 2009-2012. Tres genomas (2010-2012) fueron
portadores de ybt-17 en ICEKp10 junto a c/b-3 al igual que los genomas de Brasil.
Luego, el genoma de la cepa aislada en Chile el 2018 (UCO-490) presentd una
variante de ybt no vista previamente, ybt-0 en ICEKp2. De manera consiguiente,

de los 3 genomas obtenidos desde cepas aisladas en Peru el afno 2021, dos
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portaban ybt-17 en ICEKp10 sumado a clb-3 similar a los genomas de Brasil y
Colombia, mientras que el tercer genoma no presentd los genes mencionados
previamente. Los ultimos genomas de este linaje en nuestra base de datos
corresponden a los obtenidos desde cepas aisladas en Argentina (n=7), Brasil
(n=2)y Peru (n=1) en los afios 2022. Dos genomas de cepas argentinas portaban
ybt-0 en ICEKp2 como los encontrados en Chile, mientras que los dos genomas
provenientes de cepas brasileras presentaron ybt-10 en ICEKp4 e ybt-16 en
ICEKp12 sumado a clb-3.

Las cepas pertenecientes al ST11 (n=17 genomas) presentaron una diversidad
de cinco locus K (KL15, 39, 62, 64 y 105) y tres locus O (O1/02v1, O1/02v2, O3b
y O4). De estos, Brasil conté con 12 genomas, el primero obtenido desde una
cepa aislada el 2015 que presentaba KL64, O1/02v2 con ybt-0 en ICEKp10
sumado a clb-3. Posteriormente, el 2016, el segundo genoma presentaba KL15,
01/02v2 con ybt-9 en ICEKp3. El tercer genoma, correspondiente a una cepa
del 2019 presentaba el mismo perfil del primer genoma, con la diferencia que no
portaba ybt. Ahora bien, el cuarto genoma correspondiente al afno 2020
presentaba KL105y O1/02v2 con ybt-10 en ICEKp4 que se encontraba truncado.
Los 8 genomas restantes fueron obtenidos de cepas aisladas entre 2021-2022 y
fueron KL64 y O1/02v1 portando ybt-0 en ICEKp10 sumado a c/b-3. Dos
genomas (ID_1094_21 y S942) presentaron el elemento ICEKp10 truncado.

El resto de los genomas pertenecientes al ST11 (n=5) provenian de Argentina
(n=2), Chile (n=1), Peru (n=1) y Venezuela (n=1). Las cepas argentinas fueron
aisladas el 2019, presentando KL15 y O4, sumado a ybt-9 en ICEKp3. La cepa
aislada en Chile correspondié a P88, siendo aislada el 2021, presentando KL39
y O3b, este genoma no portd ningun gen de virulencia mencionado
anteriormente. La cepa aislada en Peru el 2018 presenté el mismo perfil que los
genomas de las cepas argentinas, siendo todas SL258 y CG258, la diferencia
entre estas fue la portacion de genes codificantes de 16S-RMTasas y

carbapenemasas, portando, las cepas de Argentina rmtB1+blanom-5, mientras
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que las cepas de Peru portaban rmtG+blakpc-2. Finalmente, la cepa aislada en
Venezuela el 2015 presentaba KL62 y O1/02v1 y no portaba genes de virulencia
descritos previamente.

Seis cepas pertenecieron al ST437, pero fueron parte del SL258 y CG258, por lo
que estaban estrechamente relacionadas con cepas de los linajes ST11y ST258
que fueron comentados previamente. Todas las cepas ST437 pertenecieron a
Brasil y fueron aisladas entre 2014-2021, sélo no se dispuso la informacién de la
fecha de aislamiento de la cepa Kp77RR. Asi mismo, todas las cepas presentaron
KL36 y O4, y ninguna presentoé alguno de los genes de virulencia mencionados
previamente. Cabe destacar que, esta combinacién de locus solo fue observada
en este ST.

El ST25 solo fue encontrado en Chile, siendo KpVA833 la primera cepa, aislada
el 2019 y las otras cuatro el 2023. Todas las cepas presentaron KL2, O1/02v2
sumado a ybt-14 en ICEKpS. De manera interesante, la cepa KpVA833
pertenecid al CG25, mientras que las otras a CG102224.

Todas las cepas ST340 (n=4) pertenecieron a Brasil, al igual que el ST437, el
ST340 pertenece al SL258, de estas cepas, dos fueron aisladas el 2011, una el
2014 y 2022, presentando KL15 y O4, tres cepas portaron ybt-9 en ICEKp3 y una
aislada el 2014 port6 ybt-0 en ICEKpS.

Similar a los casos anteriores, todas las cepas pertenecientes al ST16 (n=3)
fueron aisladas en Brasil entre los anos 2015-2020, presentando KL51 y O3b sin
genes de virulencia adicionales. EI ST16 pertenece al SL17, el cual se encuentra
distante evolutivamente hablando del SL258.

Todas las cepas pertenecientes al ST629 fueron aisladas en Ecuador entre 2020-
2021 y presentaron KL20 y KL10 con O3/0O3a. El KL20 solo se encontré en
Ecuador, mientras que el KL10 también fue encontrado en una cepa aislada en
Brasil el 2020 que pertenecio al ST629-3LV. De manera similar a lo mencionado

en el parrafo anterior, el linaje ST629 se encuentra distante al SL258.
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Tres cepas aisladas en Brasil el 2020 fueron ST874, presentando KL24 vy
01/02v1. Dos cepas aisladas en Brasil los afios 2019 y 2020 fueron ST378,
presentando KL125 y O5. Dos cepas aisladas en Brasil el 2009 y 2011 fueron
ST442, presentando KL107 y O1/02v2, sumado a ybt-0 en ICEKpS, la cepa del
2011 portaba truncado. Dos cepas aisladas en Ecuador el 2022 fueron ST5,
presentando KL39 y O1/02v1, sumado a ybt-2 en ICEKp1. Es de suma
importancia destacar que estas cepas, ademas portaron juc-3, iro-3 truncado y
rmp-3 en ICEKp1.

En Brasil, se aislaron dos cepas, una el 2016 perteneciente al ST129 presentando
KL108 y O1/02v2, sumado a ybt-10 en ICEKp4; la segunda el 2017, ST219
presentando KL114 y O1/02v1.

Finalmente, la cepa K2070, aislada en Chile el 2021, ST5830, este linaje
pertenece al SL258, CG340. A su vez, presenté KL39 y O3b.
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Tabla 10. Descripcion del viruloma de genomas de K. pneumoniae (Kp1)
provenientes de América del Sur. Incluidas las 6 cepas secuenciadas en este
trabajo (17U, 28U, 40U, 41U, P88 y K2070).

Secuencia ID- Afno ST K (0] ybt ICEKp «c¢Ib iuc
QDB locus locus
Brasil

Kp13 1 2009 ST442 KL107 o1/ 0 5 - -
O2v2

1194 3 2011 ST340 KL15 04 9 3 - -

LIM964 14 2011  ST442 KL107 o1/ 0 5 - -
0O2v2

ONE259 74 2011 ST340 KL15 04 9 3 - -

LIM1375 12 2012 ST258 KL107 o1/ - - - -
O2v2

LIM1372 13 2012 ST258 KL107 o1/ - - - -
O2v2

1849 5 2013 ST258 KL107 o1/ - - - -
O2v2

CCBH 2 2014 ST437 KL36 04 - - - -

17440

P39 34 2014 ST258 KL107 o1/ - - - -
O2v2

Kp177 38 2014 ST258 KL107 o1/ - - - -
02v2

kp180 39 2014 ST258 KL107 o1/ - - - -
0O2v2

7861H 105 2014 ST340 KL15 04 0 5 - -

4448 6 2015 ST258 KL107 o1/ - - -
0O2v2

P63 22 2015  ST11 KL64 o1/ 0 10 3 -
O2v2

P88 28 2015 ST258 KL107 o1/ - - - -
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P72
P43
P27
P05
CCBH
17428
CCBH
19867

4490

B30
BC_5000

BC_4993

BC_4987

BC_4990

P77

HSP31

HSP16

HSP08

HSP15

P71

30

32

36

37
49

50

16

18

19

23

24

25

26

27

29

2015

2015

2015

2015
2015

2015

2016

2016
2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

ST258

ST258

ST258

ST16
ST437

ST437

ST258

ST437
ST258

ST258

ST258

ST258

ST11

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

KL107

KL107

KL107

KL51
KL36

KL36

KL107

KL36
KL107

KL107

KL107

KL107

KL15

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107
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0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
O3b
04

04

o1/
0O2v2
04
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/




P73

P48

P38

UEB_24

BC_5003

UEB_18

ICB
KPS7
CCBH
27588
CCBH
27462
5916
CCBH
26794
Kp65R

HA40
Kpn
L2304797
CCBH
28206
CCBH
27949
CCBH
28217
CCBH

31

33

35

51

52

123

42

48

73
7

81

82

131
40

41

43

44

2016

2016

2016

2016

2017

2017

2017

2019

2019

2019
2019

2019

2019

2019
2020

2020

2020

2020

ST258

ST258

ST258

ST129

ST258

ST219

ST258

ST378

ST258

ST16
ST258

ST258

ST11

ST258
ST874

ST258

ST874

ST874

KL107

KL107

KL107

KL108

KL107

KL114

KL107

KL125

KL107

KL51
KL107

KL107

KL64

KL107
KL24

KL107

KL24

KL24

87

0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/
O2v1
o1/
02v2
05

OL13

O3b
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
0O2v1
OL13
o1/
0O2v1
o1/
O2v2
o1/
O2v1
o1/
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28026

CCBH

27867

CCBH

27695

CCBH

27584

L15

L2

L1

L30

L28

L12

L18

L3

L6

L5

L24

L16

L33

L31

45

46

47

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

ST378

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST11

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

KL125

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL105

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

88

O2v1
05

o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
01/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
O2v2
o1/
02v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
O2v2
o1/

17

10

17

17

10

10

10

17

17

17

17

17

17

17

10

10

10

4*

10

10

10

10

10

10

10




L9

L14

L27

L11

L20
L10
CCBH
29261
CCBH
29128
ECLORG
10
M7233093

LEMB_
UFF_482
1039_21

ID_1201
21
ID_1094
21
ID_0989
21
ID_1383
21
ID_1042
21
ID_0981

67

68

69

70

71

72

75

76

108

130

132

83

84

85

86

87

88

89

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST16

ST629

-3LV

ST258

ST258

ST11

ST258

ST11

ST11

ST258

ST11

ST258

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL51

KL10

KL107

KL107

KL64

KL107

KL64

KL64

KL107

KL64

KL107

89

02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
OL13
OL13
OL13

0O3b

03/
O3a
o1/
0O2v2
01/
0O2v2
o1/
O2v1
o1/
O2v2
o1/
O2v1
o1/
O2v1
o1/
0O2v2
o1/
O2v1
o1/

17

17

10

17

17
17

17

10

10

10

10

10
10

10

10

10*

10

10




21
ID_1369A
21
ID_0959
21
ID_0384
21
ID_0302
21
ID_0108
21
ID_0662
21
ID_0727
21
ID_0516
21
ID_0893
21
ID_0900
21
N5062754

N4293546
N4292977
N4213107
N3182918
M9171130

ID_0016

90

91

92

93

95

96

97

99

100

101

124

125

126

127

128

129

94

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2022

ST437

ST258

ST258

ST11

ST258

ST11

ST11

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

ST258

KL36

KL107

KL107

KL64

KL107

KL64

KL64

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

KL107

90

0O2v2
04

o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
O2v1
o1/
0O2v2
o1/
O2v1
o1/
O2v1
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/
0O2v2
o1/
02v2
o1/
O2v2
o1/
0O2v2
o1/

14

16

10

10

10

12




_22 O2v2
ID_0698 98 2022 ST258 KL107 o1/ 10 4
22 0O2v2
P19 106 2022 ST340 KL15 04 9 3
S942 107 2022 ST KL64 o1/ 0 10*
O2v1
Kp77RR 80 SI ST437  KL36 04 - -
Argentina
HA30 78 2019  ST11 KL15 04
HA31 79 2019 ST KL15 04
M28413 112 2022 ST258 KL107 o1/ - -
0O2v2
M28162 113 2022 ST258 KL107 o1/ - -
0O2v2
M28206 114 2022 ST258 KL107 o1/ - -
O2v2
M28195 115 2022 ST258 KL107 o1/ - -
02v2
M28196 116 2022 ST258 KL107 o1/ - -
0O2v2
Kp-NDM-5 119 2022 ST258 KL107 o1/ - -
0O2v2
Kp-NDM-5 120 2022 ST258 KL107 o1/ - -
O2v2
Chile
UCO-490 21 2018 ST258 KL107 o1/ 0 2
0O2v2
KpVA833 133 2019 ST25 KL2 o1/ 14 5
O2v2
P88 P88 2021 ST11 KL39 O3b -
K2070 K207 2021 ST5830 KL39 O3b -
0
17U 17U 2023  ST25 KL2 o1/ 14 5
O2v2
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28U 28U 2023  ST25 KL2 o1/ 14 5
O2v2
40U 40U 2023 ST25 KL2 o1/ 14 5
0O2v2
41U 41U 2023  ST25 KL2 01/ 14 5
02v2
Colombia
COL-Kpn66 11 2009 ST258 KL107 0O1/02v2 - -
COL-Kpn79 10 2010 ST258 KL107 o1/ 17 10*
02v2
COL-Kpn88 9 2011 ST258 KL107 o1/ 17 10*
0O2v2
COL-Kpn96 8 2012 ST258 KL107 o1/ 17 10*
0O2v2
Ecuador
ECLORG28- 110 2020 ST629 KL20 03/ -
kpc O3a
ECLORG29- 111 2020 ST629  KL10 03/ -
kpc O3a
ECLORG37- 109 2021 ST629  KL20 03/ -
kpc O3a
HEE45 1 102 2022 ST5 KL39 01/ 2 1
0O2v1
HEE38_1 103 2022 ST5 KL39 o1/ 2 1
O2v1
Peru
KpCRO1 104 2018  ST11 KL15 04 9 3
[IH-371 117 2021 ST258 KL107 o1/ -
O2v2
K2KPC 121 2021 ST258 KL107 o1/ 17 10
0O2v2
K1KPC 122 2021 ST258 KL107 o1/ 17 10
0O2v2
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[IH-375 118 2022 ST258 KL107 o1/ - - -
0O2v2

Venezuela

12904 20 2015 ST11 KL62  0O1/02v1 - - - -

Secuencia | nombre de la secuencia de RefSeq; ID-QDB | numero correlativo de la base
de datos QDB, Afo | Aho de aislamiento; ybt | variante de yersiniabactina; ICEKp |
variante de elemento integrativo conjugativo ICEKp; c/b | variante de colibactin; iuc |

variante de aerobactina; * | gen truncado; - | gen ausente; Sl | Sin informacion.

Analisis de plasmidos putativos portadores de genes de 16S-RMTasas y
carbapenemasas

Se logré reconstruir un total de 29 plasmidos putativos a partir de las 6 secuencias
trabajadas en esta tesis (17U, 28U, 40U, 41U, P88 y K2070). Los datos son
presentados en la Tabla 11. De estos 29 plasmidos putativos, el plasmido
pAA860 fue reconstruido en los genomas de las cepas 17U, 28U, 40U, 41U y P88
y, corresponde a un plasmido con potencial capacidad conjugativa, perteneciente
al grupo de incompatibilidad tipo IncC, portador de los genes rmtC y blanpwm-1.
Cabe destacar que en el plasmido pAA860 reconstruido desde el genoma 28U,
se identificaron, ademas del grupo de incompatibilidad IncC los grupos de
incompatibilidad IncFIB, IncFll, rc-2183.

En cuanto a los genomas de las cepas 17U y 28U co-portadoras de blanpm-1y
blakrc-2, en el genoma de 17U el gen blakpc-2 se encontré en el plasmido con
potencial capacidad conjugativa denominado pAA018. En el plasmido pAA018 se
identificaron los grupos de incompatibilidad IncFIB, IncFll, rc-2183. Mientras que,

en el genoma de 28U el gen blakec2 fue encontrado en el plasmido pAA356
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posiblemente no movilizable, para el cual no fue posible asignar un grupo de
incompatibilidad. Estos resultados sugieren que la portacién del gen blakpc-2
estaria mediada por plasmidos diferentes a los que median la movilizacién de los
genes blanom-1 y rmtC. Ademas, los dos plasmidos que portaron el gen blakpc-2
fueron diferentes segun el analisis. Cabe destacar que en el plasmido pAA356 se
reconstruyd la plataforma Tn4407-blakpc-2 sumado a un par de genes codificantes
implicados en la conjugacion, proteinas hipotéticas y secuencias de insercion,
por lo que, considerando que la asignacion al plasmido mas cercano
pRYCKPC3.1 corresponde solo a una plataforma Tn44017-like, la reconstrucciéon
del plasmido pAA356 podria no corresponder al plasmido donde realmente se
encuentre el gen blakpc-2.

En cuanto a el genoma de la cepa K2070, se determin6 que blavim-2 se encontrd
en el plasmido conjugativo pAA336 que presentaba los grupos de
incompatibilidad IncFIA, IncFIC y rc-2232.
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Tabla 11. Descripcion de plasmidos putativos reconstruidos utilizando los
genomas de cepas 17U, 28U, 40U, 41U, P88 y K2070.

Cepa NPP TRP Tamafo TR PM SMC GRAMMPs
(pb)

17U AA8602 IncC 143,543 MOBH C MH995506.1 blanpm-1
MOBH ble-MBL

aadA2

dfrA12

sult

blacmy-6

rmtC

AA0182  IncFIB, 99,870 MOBF C KU665642.1 blakpc-2
IncFll, MOBF aph(3')-la

rc-2183

AA1702  rc-2232 81,436 MOBF C MH454107.1 -
AA9662 IncFlI 54,543  MOBP C CP035205.1 qnrB19
AC249° - 6,028 - NM  KU254581.1 mph(A)

28U AA8602 IncC, 213,755 MOBF C MH995506.1 blanpm-1
IncFIB, MOBF ble-MBL
IncFll, MOBH aac(6)-Ib

rc-2183 MOBH sult

rmtC

AA9662 IncFlI, 70,812 MOBP C CP035205.1 qnrB19

IncR
AA3562 - 21,367 - NM  NC_019151. blakpc-2
1

AA5832 - 4,796 - NM  CP021135.1 -

40U AA8602 IncC 139,048 MOBH C MH995506.1 blanpm-1
MOBH ble-MBL

aadA2

rmtC

blacmy-s
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AA966°

AAQ45?
AC2492
AB595?

IncFlI,
IncR
IncFIB

74,121

41,291
6,270
4,827

MOBP C

CP035205.1

CP011654.1
KU254581.1
CP001386.1

dfrA12
qnrB19
blatem
mph(A)
aph(6)-1d
aph(3")-1b
sul2

41U

AAB60°

AA9662

AEQ712

IncC

IncFlI,
IncR

150,010

74,952

1,982

MOBH C
MOBH

MOBP C

= NM

MH995506.1

MH341574.1

KX756454.1

blanpbm-1
ble-MBL
blacmy-s
blactx-m-2
blaoxa-10
aadA1
arr-2
cmlAS
rmtC
blatem-1
aph(6)-Id
aph(3")-1b
sul2
qnrB19

P88

AA8602

AA4 342
AA1732

IncC

IncFll
IncFIA,
IncFIA,
IncFIC,

159,930

72,455
42,480

MOBH C
MOBH

MOBF C
- NM
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MH995506.1

CP025040.1
LS998786.1

blanpm-1
ble-MBL
dfrA17
aadA5
aac(3)-1ld
blacmy-6
sul1
rmtC

blatem-1




IncFIA,

IncFIC
AA942%  rc-2350 8,459 MOBP M NC_022083. -
1b
AC249° - 6,968 - NM  KU254581.1 mph(A)
AA236° - 17,492 - NM  NC_004632. -
1
AG7992  IncFIB 2,540 - NM  AY230888.1 -
K2070 AC7412 rc-435 38,289 MOBP M CP014764.1 blaviv-2
erm(B)
AA3362  IncFIA, 75,364 MOBF C CP035479.1 blatem-1
IncFIC,
rc-2232
AA1732  IncFIA, 39,329 - NM  CP032425.1 -
IncFIA,
IncFIC,
IncFIB
AA942%  rc-2350 8,743 MOBP M NC_022083. -
1b
AA7102  IncFIC, 103,491 MOBF C CP019187.1 arsCBDR
IncFlI pCoAR
SilAPR
merAEDRT

NPP | Nombre del plasmido putativo; TRP | tipo de replicon; SMC | numero de acceso

GenBank de la secuencia mas cercana; GRAMMPs | genes de resistencia a

antimicrobianos y metales pesados; TR | tipo de relaxasa; PM | prediccion de movilidad;

C | conjugativo; M | movilizable NM | no movilizable; a | Secuencias incompletes; b |

Archivo eliminado de RefSeq; rc | rep-cluster; - | gen ausente.
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Respecto a las estructuras de los plasmidos pAA860 (rmtC, blanowm-1), pAA018
(blakpc-2), pAA356 (blakpc-2) y pAA336 (blaviv-2), todos fueron comparados con
las secuencias mas cercanas obtenidas mediante el analisis bioinformatico. Para
pAA860, la secuencia mas cercana correspondié al plasmido pCFR17394
(MH995506.1) (Figura 17) perteneciente a una cepa de Citrobacter freundii
(M17394) aislada en Argentina el 2014 desde un paciente de una muestra de
hisopado rectal. El plasmido pAA860 presenté valores de ANI (Average
Nucleotide Idendity) entre 99,82-99,95% y coverage entre 97-100% respecto a la
secuencia del plasmido pCFR17394. En el plasmido pAA860 se asociaron 3
contigs adicionales, lo cuales no presentaron homologias respecto a la secuencia
de pCFR17394 u otras secuencias de los otros pAA860. Cabe destacar que en
la secuencia de pAA860 encontrado en la cepa 40U se observé una diferencia
en la arquitectura genética. En general, rio arriba de la secuencia de insercion
IS1380-like ISEcp1 se encuentra el gen blacmy-6; sin embargo, en esta secuencia,
rio arriba se encontré rmtC, seguido de genes codificantes de endonucleasas,
metiltransferasas de ADN, copG, genes codificantes de proteinas hipotéticas.

Adicionalmente, el plasmido pAA860 presento relaxasas tipo MOBH y MO.
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Figura 17. Analisis comparativo del plasmido pAA860 mediante MOB-recon contra el plasmido mas cercano (mash

nearest neighbor) pPCFR17394 (numero de acceso Genbank: MH995506.1) de la base de datos proporcionada por

MOB-cluster.
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Figura 18. Analisis comparativo del plasmido pAA018 portador del gen blakpc-2, reconstruido de la secuencia 17U
mediante la herramienta MOB-recon contra el pldsmido mas cercano (mash nearest neighbor) pG12-KPC-2

(numero de acceso GenBank: KU665642.1) de la base de datos proporcionada por MOB-cluster.
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Por otra parte, en la Figura 18 se puede observar que para el plasmido pAA018
(blakpc-2), la secuencia mas cercana correspondid al plasmido pG12-KPC-2
(KU665642.1) portado por una cepa de K. pneumoniae (K47-25) aislada en
Noruega el 2007 desde una muestra clinica de expectoracién. El plasmido
PAAAO018 presentd valores de ANI de 99,99% y coverage de 91% respecto a la
secuencia pG12-KPC-2. La diferencia entre ambos plasmidos consistiéo en que
pAA018 no presenté los genes rio arriba de 1S5/IS1182, siendo estos, el
segmento dado entre los genes codificante de la enzima recombinasa, seguido

de Tn3-like 1S26, hasta el gen de 1S1 precedido del operén merACD.

En la Figura 19 se presenta el analisis para el plasmido pAA356 (blakpc-2),
detectandose que la secuencia mas cercana correspondid al plasmido
pRYCKPC3.1 (NC_019151.1) encontrado en una cepa de K. pneumoniae aislada
en Espafa entre 2009-2010. El plasmido pAA356 presentd valores de ANI de
99,93% y coverage del 100% respecto a la secuencia pRYCKPC3.1. Por otro
lado, para el plasmido pAA356 se asociaron 4 contigs mas en la estructura

putativa.
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Figura 19. Anadlisis comparativo del plasmido pAA356 portador del gen blakpc-2,
inferido en el genoma de 28U mediante la herramienta MOB-recon contra el
plasmido mas cercano (mash nearest neighbor) pRYCKPC3.1 (numero de
acceso Genbank: NC_019151.1) de la base de datos proporcionada por MOB-

cluster.

El analisis para el plasmido pAC741 (blaviv-2), indicé que la secuencia mas
cercana correspondié al plasmido pKPN-704 (CP014764.1) detectado en una
cepa de K. pneumoniae (KPNIH39) aislada en USA el 2014 (Figura 20) El
plasmido pAC741 presenté valores de ANI de 99,34% y coverage de 79%
respecto a la secuencia pKPN-704. Cabe destacar que ambas secuencias
tuvieron diferencias de 25 genes entre si. Entre estas diferencias, pAC741 no
portd el modulo genético desde kfrB hasta la duplicacion de topoisomerasas que
se encontraron rio arriba. Por contraparte, pKPN-704 no compartié el modulo
genético desde el gen codificante de MLS leader peptide hasta el gen de int/1 rio

arriba del gen blaviu-2
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Figura 20. Analisis comparativo de plasmidos pAC741 portador del gen blaviu-2,
inferido en el genoma de K2070 mediante la herramienta MOB-recon contra el
plasmido mas cercano (mash nearest neighbor) pKPN-704 (numero de acceso

Genbank: CP014764.1) de la base de datos proporcionada por MOB-cluster.

Entornos genéticos de genes de 16S-RMTasas y carbapenemasas

Para la descripcion de los entornos genéticos de los genes de 16S-RMTasas y
carbapenemasas se trabajo unicamente con los contigs en los cuales los genes
de interés estuvieron codificados.

En las secuencias 41U y P88 (Figura 21) se encontré rmtC flanqueado rio arriba
por 1S1, seguido de blanowm-1, ble-MBL, luego, se identificd un arreglo de genes
codificantes de isomerasas, dsbD, cutA, groES, groEL, una transposasa y RHS
(RHS repeat-associated core domain-containing protein). Adicionalmente en la
secuencia de P88, rio abajo de rmtC, al final del contig, presento los genes sul1
y qacEA1. De igual manera, P88 presento al igual que 28U y 17U una secuencia

de blatem truncada (Ablatem) rio arriba de RHS. En los entornos de 28U y 17U se
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encontré que rmtC y blanom-1 estaban en contigs diferentes, pero seguian la
misma estructura que la descrita previamente, pero sin IS1. La secuencia de 40U
fue diferente a las anteriores, tal como se describio en el apartado “Analisis de
plasmidos putativos portadores de genes de 16S-RMTasas y carbapenemasas”
rmtC se encontré flanqueado rio arriba por IS1380-like, seguido de genes traA,
traV, etc. Mientras que, en otro contig, se encontré blanow-1 flanqueado rio abajo

por IS1 y rio arriba por la estructura ya descrita para este gen.
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Figura 21. Entorno genético de rmtC y blanom-1 detectados en los genomas de
las cepas 17U, 28U, 40U, 41U y P88.
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En las secuencias 28U y 17U se encontro el gen blakec-2 portado en el transposén
Tn4401 (Figura 22). Adicionalmente, el contig de 17U presento dos secuencias
de insercion ISAs 1-like e 1S5 rio abajo de IS1182-like.
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Figura 22. Entorno genético de blakrc-2 de genomas 17U y 28U.

Lamentablemente rmtD2 se encontré en un contig fragmentado (Figura 23), por
lo que no fue posible asociarlo a algun plasmido, sin embargo, aparentemente,

rio arriba de rmtD2 se encuentra una secuencia de insercion.
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Figura 23. Entorno genético de rmtD2 de genoma K2070.

En la secuencia K2070, el gen blaviv2 se encontré en la zona variable de un
integron de clase 1 (Figura 24). Sin embargo, solo se observo la secuencia del
gende intl1, no encontrando la regién 3’ conservada, dada por los genes qacEAT,

sul1y el marco de lectura abierto orf5.
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Figura 24. Entorno genético de blavim-2 en el genoma K2070.
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DISCUSION

La co-diseminacion de genes codificantes de 16S-RMTasas y carbapenemasas
representa un desafio y un riesgo significativo para el manejo terapéutico de
infecciones causadas por patdégenos multirresistentes, particularmente aquellos
resistentes a antimicrobianos de ultima linea como los carbapenémicos.
Actualmente, el mayor uso de carbapenémicos en el ambiente clinico, tanto a
nivel mundial como en Chile, ha generado una alta presién de seleccion sobre
las poblaciones bacterianas, favoreciendo la emergencia y expansion de clones
resistentes, especialmente entre bacilos Gram negativos. En este escenario, K.
pneumoniae ha destacado por su notable capacidad de adquisicion,
mantenimiento y expresidon de mecanismos de resistencia a carbapenémicos,
siendo las carbapenemasas del tipo KPC y NDM los principales mecanismos
implicados en esta resistencia.

Ante este escenario, la eventual incorporacion al arsenal clinico de nuevas
moléculas disefiadas para el tratamiento de Enterobacterales productores de
carbapenemasas, como aztreonam/avibactam, cefepime/taniborbactam vy
cefiderocol aun parece lejana para su implementacion en nuestro pais. Ademas,
el elevado costo asociado a estas terapias representa un desafio importante para
el sistema de salud, particularmente en contextos de recursos limitados. En este
aspecto, los aminoglucésidos continuan siendo considerados una alternativa
terapéutica valiosa frente a infecciones causadas por K. pneumoniae resistente
a carbapenémicos. Sin embargo, diversos estudios han reportado la presencia
de cepas co-portadoras de genes codificantes de carbapenemasas junto a 16S-
RMTasas, situacibn que compromete aun mas las opciones terapéuticas

disponibles.
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En Chile, el estado actual respecto a la co-portacion de genes codificantes de
16S-RMTasas y carbapenemasas en cepas clinicas de K. pneumoniae continua
siendo escasamente explorado. Por ello, la presente tesis abordd esta
problematica mediante el empleo de herramientas fenotipicas, moleculares y
genomicas, permitiendo identificar co-portaciones no reportadas hasta la fecha a

nivel nacional.

Co-portacion de armA junto a carbapenemasas

La co-portacion del gen armA junto a diferentes genes codificantes de
carbapenemasas ha sido ampliamente reportada a nivel mundial, es decir en
todos los continentes, con excepcién de la Antartida. El primer hallazgo en Chile
corresponde a la cepa UCO318 estudiada en esta tesis, la cual es co-portadora
de armA+blakpc-2. Es relevante mencionar que esta cepa corresponde al primer
aislado portador de blakrc-2 en ingresar a Chile, proveniente de un paciente
italiano. Si bien, este hallazgo fue publicado el afio 2012 por Cifuentes et al.En
dicho estudio no pesquisaron la presencia del gen armA. Ademas, UCO318 no
estuvo relacionada de manera clonal con ninguna otra cepa en el estudio de
ERIC-PCR. La co-portacion de armA+blaxec-2 fue reportada por primera vez en
China el afio 2006 en una cepa de K. pneumoniae (KP048) en donde se encontrd
que ambos genes estaban localizados en un mismo plasmido, denominado
pKP048, perteneciente al grupo de incompatibilidad IncF (Jiang et al., 2010).

Respecto a las otras cinco cepas armA+blakpc pesquisadas en esta tesis, todas
fueron aisladas el afio 2019 en el Hospital Sétero del Rio en Santiago. Cuatro de

estas cinco cepas se agruparon en dos clusters, o que sugiere que la co-
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portacion de armA+blakrc no estaria asociada a cepas relacionadas
genéticamente, si no que al menos a dos posibles linajes.

Lamentablemente ninguno de los genomas secuenciados en esta tesis presento
la co-portacion de armA+blaxpc-2; sin embargo, de los genomas de Latinoamérica
presentes en la QDB se encontré que cinco genomas portaban armA y blakec-2,
cuatro provenientes de Brasil pertenecientes al ST437 aislados entre los afos
2014 y 2015 y un genoma perteneciente a Chile publicado por Veloso et al.
(2023), perteneciente al ST25 aislado el aino 2019. Sumado a esto, la reciente
publicacion realizada por Quesille-Villalobos et al. (2025), report6é una cepa de K.
pneumoniae aislada en Chile, ST25 co-portadora de armA+blakpc-2+blanom-7. Es
asi como, la evidencia presentada previamente, contrasta respecto a diferentes
regiones del mundo, debido a que los linajes mencionados no han sido
reportados co-portando armA+blakec-2 en otras regiones, lo que sugiere un
fendmeno de adquisicién de estos genes mediado posiblemente por elementos
genéticos moviles en linajes propios de cada pais. Cabe destacar que, en Asia,
se han encontrado cepas de K. pneumoniae que pertenecen a los ST10, ST11,
ST15, ST37, ST263, ST314, ST392, ST395, ST494 y ST2237 co-portando
armA+blakpc-2 (Cheng et al., 2016; Y. Liu et al., 2015; Shen et al., 2020; T. Zhou
et al., 2015; Y. Zhou et al., 2022). Incluso, armA se ha encontrado co-portada
junto a rmtB (armA+rmtB) (Wang et al., 2016; Zhou et al., 2015) y blakpc-2t+blaviv-
20 blakpc-2t+blamp-4 (Liu et al., 2015; Wang et al., 2016; Zhou et al., 2015).

En esta misma linea, en Europa, el primer reporte de una cepa de K. pneumoniae
co-portadora de armA+blakpc-2 fue realizado en Polonia el afo 2009, esta cepa
pertenecié al ST258. Luego, dos reportes de Italia y uno se Suiza revelaron la
circulacion de cepas co-portadoras pertenecientes a los ST512, ST147, ST101 y
ST2502 (Arena et al., 2020; Frasson et al., 2012; Mezzatesta et al., 2013;
Zacharczuk et al., 2011). Es importante sefialar que en la presente tesis se
encontré una cepa doble co-portadora de 16S-RMTasa (7U) armA+rmtC+blaec,
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esta cepa no presentd relacién genética con ninguna otra cepa, lo que es
sugerente de un posible linaje diferente a los demas.
Respecto a la co-portacion de armA+blanpwm, solo una cepa (K2044) presentd esta
combinacion, la cual fue aislada el afio 2019 y no presento relacion genética con
ninguna otra. Cabe destacar que, de los genomas de Latinoamérica presentes
en la QDB, ninguno co-portaba armA-+blanom-1 por lo que la cepa K2044 es la
segunda cepa de K. pneumoniae en presentar esta co-portacidon, siendo
antecedida por el reporte previamente mencionado de Quesille-Villalobos et al.
(2025). Sin embargo, K2044 fue aislada el 2019 a diferencia de la cepa de
Quesille que fue aislada el 2022, por lo que K2044 podria aportar informacién
relevante respecto a las plataformas implicadas en un fendmeno de diseminacion
inicial de armA junto con blanpm a nivel nacional y latinoamericano.
Ahora bien, el primer reporte de la co-portaciéon armA+blanom a nivel mundial fue
realizado en el afio 2008 en Asia, particularmente en Bangladesh en cepas de K.
pneumoniae (Islam et al., 2012, 2013). Luego se reportd el mismo fendbmeno en
cepas de la misma especie aisladas en Oman pertenecientes al ST14 y ST340
(Poirel, Al Maskari, et al., 2011), en China pertenecientes al ST1031 (Hu et al.,
2013), Pakistan y Nepal (sin informacién de ST), Libano (ST15) e Iran (ST147)
(Bahramian et al., 2019; Day et al., 2013; Salloum et al., 2017; Tada et al., 2013).
En el caso de Nepal ademas de armA+blanpm-1 las cepas co-portaban blaoxa-72,
este ultimo gen solo habia sido reportado previamente en cepas de Acinetobacter
species (Tada et al., 2013). Cabe destacar que, segun la base de datos QDB, el
ST340 fue reportado en Brasil, co-portando los genes blakpc-2 junto con rmtG o
rmtB1. Lo cual indica un posible fendmeno de adquisicion de elementos genéticos
moviles con determinantes de resistencia propios de cada territorio por parte de
linajes de distribucion mundial.
Por otro lado, en Europa, la introduccion de blanom-1 fue mediada por una cepa
de K. pneumoniae perteneciente al ST231 el afio 2010, la cual, adicionalmente
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co-portaba armA (Oteo et al., 2012). Caso similar a la introduccion de blakpc-2 en
Chile (Cifuentes et al., 2012), la llegada del gen blakrc-2 fue mediado por una
cepa de K. pneumoniae que co-portaba armA. Ademas, se han encontrado cepas
de K. pneumoniae co-portadoras de armA y blanom-1 en Suiza pertenecientes al
ST101 (Seiffert et al., 2014), Ucrania pertenecientes al ST395 (Gann et al., 2023)
y Bulgaria (Takei et al., 2024) pertenecientes a los ST1068 y ST147.

Es importante destacar que, para el caso de América, los primeros reportes de
co-portacion de armA y blanow-1 fueron realizados el afio 2013 en USA (Doi et al.,
2014) y Brasil (Bail et al., 2021; Quiles et al., 2015).

Debido a la limitada informacion disponible sobre el continente africano, el trabajo
de Poirel et al. (2018) aporta datos relevantes sobre una cepa de K. pneumoniae
co-portadora de armA+blanpw-s, aislada en Angola el afio 2015 la cual pertenecio
al ST307, linaje con amplia diseminacién a nivel mundial (Peirano et al., 2020).
Estos hallazgos vuelven a poner de manifiesto la limitada informacion disponible
tanto en esta tesis como en la literatura cientifica, siendo el ST25, hasta la fecha,

el unico linaje co-portador de los genes armA y blanom-1 reportado en Chile.

Co-portacion de rmtC junto a carbapenemasas

La co-portacion de mtC junto a diferentes genes codificantes de
carbapenemasas ha sido reportada con menor frecuencia que armA. No
obstante, se han identificado cepas de K. pneumoniae co-portadoras en todos los
continentes, con excepciéon de la Antartida. En la presente tesis, la primera cepa
encontrada en esta tesis que presentd la co-portacion de rmtC y una

carbapenemasa fue la cepa K2067, aislada en 2019, la cual presentaba los genes
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rmtC y blanom. Esta cepa formé parte de un cluster junto con las cepas P88 y
UCO333.

Aunque estas cepas fueron agrupadas en un mismo cluster mediante la técnica
ERIC-PCR, el analisis de tipificacion por MLST revelé que pertenecen a linajes
genéticamente distintos. La cepa P88, aislada en 2021 en Concepcion,
correspondia al ST11, gapA(3), infB(3), mdh(1), pgi(1), phoE(1), rpoB(1) y
tonB(4). En contraste, UCO333, aislada en 2013 en Santiago, pertenece al
ST1161 el cual se estructura considerando las variantes alélicas gapA(2), infB(3),
mdh(2), pgi(2), phoE(6), rpoB(4) y tonB(111). Las diferencias observadas en seis
de los siete loci del esquema MLST evidencian una posible divergencia genética
significativa entre ambas cepas. Este hallazgo pone de manifiesto una limitacion
importante de la técnica ERIC-PCR, ya que puede agrupar errbneamente cepas
no relacionadas filogenéticamente, lo que podria conducir a interpretaciones
incorrectas en estudios de vigilancia epidemiolégica.

Acorde a los genomas de Latinoamérica presentes en la QDB, la primera cepa
en presentar co-portacion de los genes rmtC junto a carbapenemasas fue
UCO0490 perteneciente al ST258 y aislada en Chile el afio 2018, mientras que los
otros genomas fueron aislados el afio 2020 en Brasil y pertenecieron al ST874
(3) y ST16 (1). Esto indicaria que K2067 seria la segunda cepa reportada a nivel
de Latinoamérica en presentar esta co-portacion. Sin embargo, el trabajo
publicado por Bail et al. (2021) en donde se determiné la portacion de genes
codificantes de 16S-RMTasa en cepas de Enterobacterales en Brasil aisladas
entre los afos 2013 y 2015, reporta la presencia de cepas de K. pneumoniae
portadoras de rmtC y blanpm-1, por lo que nuestro hallazgo seria el tercer reporte
en Latinoamérica respecto a la co-portacion de rmtC y carbapenemasas.

Las veinticuatro cepas portadoras de rmtC fueron aisladas entre los afios 2019 y

2023 y co-portaron blanom (22) y blakec & blanom (2). Las cuatro cepas co-
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portadoras de rmtC junto a carbapenemasas que fueron secuenciadas en esta
tesis pertenecieron al ST25 y fueron aisladas en Concepcion.
Un estudio publicado recientemente por Papa-Ezdra et al. (2024) reporta una
cepa de K. pneumoniae perteneciente al ST258 aislada en Uruguay el afo 2017
co-portadora de rmtC y blanpm-1.
Considerando los antecedentes previamente expuestos, la co-portacion de rmtC
y carbapenemasas ha sido identificada en tres linajes diferentes en
Latinoamérica, ST25 en Chile, ST874 en Brasil y ST258 en Uruguay.
En el contexto latinoamericano, se evidencia nuevamente, discrepancias con
respecto a la informacion disponible en la literatura internacional. Las primeras
cepas co-portadoras de rmtC+blanom-1 fueron aisladas en Asia, especificamente
en Bangladesh entre los anos 2008 y 2010. A diferencia de lo observado con
armA, no se encontraron estudios provenientes de China que reporten la
asociacién de rmtC con alguna carbapenemasa en cepas de K. pneumoniae. Sin
embargo, estudios realizados en paises como Nepal, India, Vietham, Arabia
Saudita, Turquia, Iran y Pakistan, han reportado la co-portacion de rmtC junto a
blanpwm-1, blanom-s, blanowm-7y blanom-1+blakpc-2 en cepas pertenecientes a los ST15,
ST35, ST147, ST152, ST268, ST340, ST395 (Agamy et al., 2019; Day et al.,
2013; Kiaei et al., 2018, 2019; Pajand et al., 2020; Rahman et al., 2014; Shankar
et al., 2019; Tada et al., 2013, 2017; Takei et al., 2024; Tekeli et al., 2020). En
este mismo sentido, se ha reportado un caso particular de co-portaciéon de
rmtC+armA+blanom-1 (Day et al., 2013).
Respecto a otros continentes, los reportes son escasos, por ejempld, en Africa
dos trabajos describen cepas de K. pneumoniae co-portadoras de rmtC+blanpwm-
1, el primero el afio 2009 en cepas aisladas en Kenia (Poirel et al., 2011) vy, el
segundo, es en cepas obtenidas de Egipto el 2014 (Soliman et al., 2020). Solo
las cepas de Egipto contaban con la informacion de tipificacion mediante MLST,
la cual indicé que pertenecian al ST35 y un nuevo ST, aun no definido, que
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presentaba dos variantes de locus respecto a ST161. En Australia se reportaron
cepas aisladas entre 2010 y 2012 co-portadoras de rmtC+blanom-1 pertenecientes
al ST147 (Shoma et al., 2014). Mientras que en Europa los reportes fueron
realizados en Espana, Albania e Italia, todas las cepas portaron rmtC+blanpm-1,
las cepas espafnolas pertenecieron al ST147 mientras que las cepas de lItalia y
Albania pertenecian al ST15 (Arca-Suarez et al., 2022; Sacco et al., 2022; Tafaj
et al., 2019).

Cabe destacar que, en la base de datos QDB, se identifico la presencia de
genomas pertenecientes al ST340, correspondientes a cepas aisladas en Brasil
entre los afos 2011 y 2022. En estos casos, las cepas pertenecientes al ST340
también co-portaba rmtG+blakpc-2 0 rmtB1+blakpc-2. Ademas, este linaje habia

sido descrito en Nepal como co-portador de rmtC+blanpm-1 (Takei et al., 2024)

Co-portacion de rmtD junto a carbapenemasas

La presencia de rmtD habia sido previamente reportada en Chile; sin embargo,
hasta la fecha, no se habia asociado a genes codificantes de carbapenemasas.
En este contexto, en la presente tesis se logré determinar, por primera vez en
Chile, la co-portaciéon de rmtD junto a carbapenemasas en dos cepas de K.
pneumoniae. La primera corresponde a la cepa UCO384, aislada en 2014 y
proporcionada por el Instituto de Salud Publica (ISP), la cual co-portaba
rmtD+blakpc. La segunda cepa, K2070, fue aislada el afio 2021 desde un centro
de salud en la ciudad de Concepcion, y co-porté rmtD+blavim, constituyendo este
hallazgo el primer reporte a nivel mundial de dicha asociacidon. Es importante
destacar que ninguna de estas cepas mostré relacion genética con las otras 36
cepas incluidas en esta tesis.
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En relacién con hallazgos similares en la region, los datos presentados en la base
de datos QDB indican que dos genomas provenientes de Brasil co-portaban
rmtD1+blakpc-2. Ambos correspondian al ST11 y presentaban el locus capsular
KL64 y el locus O-antigénico O1/02v1; ademas, una de estas cepas provenia de
una muestra de suelo agricola. Sin embargo, aunque la cepa chilena K2070,
secuenciada en esta tesis, también corresponde al ST11, co-portaba la variante
alélica rmtD2+blanpwm-1y compartia los locus KL64 y O1/02v1.

De manera interesante, la co-portacién de rmtD junto a carbapenemasas ha sido
escasamente reportada en la literatura internacional, especialmente en
comparacion con armA y rmtC. Hasta la fecha, solo se ha reportado un caso en
cepas de K. pneumoniae, especificamente en Brasil, en el estado de Sao Paulo,
donde se describieron cepas aisladas entre 2010 y 2011. Ademas, en ese mismo
pais, la co-portacion de rmtD y genes codificantes de carbapenemasas ha sido
descrita en otras especies bacterianas, como Serratia marcescens co-portadora
de rmtD2+blakec2 y Pseudomonas aeruginosa pertenecientes al ST277 co-
portadora de rmtD+blaspm. También se han informado otras co-portaciones en
cepas de P. aeruginosa tales como rmtD1+blakpctblavim2, rmtD1+blaxpc,
rmtD1+blavim-2, aunque en estos casos no se dispone de informacién de linaje,
evaluado por esquema MLST (Bail et al., 2021; Costa-Junior et al., 2021; de
Oliveira Santos et al., 2019; Galetti et al., 2019). Este fendmeno también ha sido
documentado en cepas de P. aeruginosa aisladas en Pakistan (Gondal et al.,
2024); donde se identificaron diversas co-portaciones en distintos linajes. Entre
ellas se encuentran ST277 (rmtD+blaoxa4s), ST235 (rmtD+blanpm-1) Yy
(rmtD+blanpm-1+blave) y ST170 (rmtD+blanom-1). Asimismo, en el noreste de India
se reportaron cepas de Escherichia coli pertenecientes al ST3906 que
presentaron multiples co-portaciones, tales como rmtD+blanom, rmtD+blaoxa-4s,

rmtD+rmtC+blaoxa-s, y combinaciones inusuales como
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armA+rmtF+rmtC+rmtD+blanom y armA+rmtF+rmtC+rmtD+blaoxa-s.
(Wangkheimayum et al., 2020).

En conjunto, la informacion disponible sugiere que la co-portacion de rmtD junto
a carbapenemasas constituye un fendmeno con distribucion geografica limitada,
reportado principalmente en Brasil, seguido por Pakistan, el noreste de India v,

de manera mas reciente en Chile, segun lo evidenciado en la presente tesis.

Co-portacion de rmtG junto a carbapenemasas

Respecto a la co-portacion de rmtG y carbapenemasas, en la muestra analizada
en la presente tesis, se identificaron unicamente tres cepas (UC0O340, UCO341
y UCO333), todas pertenecientes al ST1161 y aisladas en el afio 2013, que co-
portaban rmtG+blakec. Sin embargo, el analisis de relacion genética mediante
ERIC-PCR agrup6 a las cepas UC0O340 y UCO341 en un mismo cluster, mientras
que UCO333 se ubico en un cluster diferente, junto con las cepas K2067 (también
ST1161) y P88 (ST11), patrén que coincide con lo observado previamente en el
caso de rmtC. Cabe recordar que entre los ST11y ST1161 existen diferencias en
seis de los siete loci del esquema MLST, lo que respalda su clasificacion como
linajes genéticamente distantes, a pesar de haber sido agrupados por ERIC-PCR.
Este hallazgo refuerza la limitacion ya discutida de dicha técnica, que puede
conducir a agrupaciones filogenéticamente incorrectas y, por ende, a
interpretaciones erréneas en estudios de vigilancia epidemiologica.

En la base de datos QDB, no se identificaron genomas pertenecientes al ST1161
provenientes de Latinoameérica, lo que plantea dos posibles escenarios: en primer
lugar, la introduccion de un linaje previamente no reportado en el pais; y, en
segundo lugar, la adquisicion de genes codificantes de 16S-RMTasas junto a
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carbapenemasas por parte de un linaje endémico aun no caracterizado. Por otra
parte, fue posible analizar 18 genomas co-portadores de rmtG junto a
carbapenemasas en la base de datos QDB, los cuales correspondian a genomas
provenientes de Brasil, Ecuador, Colombia y Peru. En la mayoria de estos casos,
rmtG se encontr6 asociado a blakec2; sin embargo, en dos genomas
provenientes de Colombia se observd su asociacién con blakpc-3, y en un unico
genoma proveniente de Brasil, con blanpwm-1.
Los linajes identificados mediante el esquema de tipificacion MLST evidenciaron
una notable diversidad, asociada principalmente al pais de origen de las cepas
analizadas. En el caso de Brasil, las cepas pertenecian a los ST340, ST437,
ambos pertenecientes al SL258, reconocido por su relevancia como un linaje de
alto riesgo. También se identificaron cepas pertenecientes a los ST442, ST219,
ST629-3LV y, de manera particular, una cepa co-portadora de blanpm-1
perteneciente al ST129. Cabe sefalar que, a excepcion de los linajes
pertenecientes al SL258, los otros ST mencionados se encuentran representados
por un numero limitado de aislamientos, por lo que su relevancia epidemiologica
aun no ha sido establecida.
Las cepas provenientes de Ecuador pertenecian a dos linajes, ST5 y ST629. De
manera importante, las cepas pertenecientes al STS presentaban el KL39 junto
con O1/02v1 y fueron aisladas el 2022. Estas cepas pueden ser clasificadas
como hipervirulentas ya que portaban los genes ybt-2 e iuc-3 en ausencia de cib,
ademas del regulador de mucoviscosidad rmp-3.
Por su parte, Colombia y Peru presentaron 4 y 5 cepas, respectivamente,
pertenecientes al SL258, compuesto por ST258 (8 cepas) y ST11 (1 cepa). Cabe
destacar que las cepas de Colombia ST258 presentaban el KL107 y O1/02v2 al
igual que dos cepas de Brasil pertenecientes al ST442 (KL107 y O4) co-
portadoras de rmtG+blakpc2. EI KL107 ha sido propuesto como uno de los
serotipos capsulares mas prevalente en América continental (datos no
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publicados, Maximiliano Matus-Kdhler); sin embargo, esta estimacién podria
estar sesgada debido a la sobre representacion de genomas provenientes de
Brasil en Sudamérica y de USA en el continente americano. En el caso de Chile,
la evidencia disponible sugiere que el serotipo capsular mas prevalente seria K2.
Aunque esta afirmacion debe interpretarse con cautela, dado que no existen
estudios gendmicos con un numero representativo de aislamientos de K.
pneumoniae en el pais.

Datos publicados en literatura reportan la aparicién de cepas de K. pneumoniae
co-portadoras de rmtG+blaxkpc-2 en dos continentes, América y Europa (Bueno et
al., 2013; Mancini et al., 2018; Ramos et al., 2014). En América, las cepas fueron
aisladas en Brasil en el afio 2009 y 2011, encontrando el afio 2009 una cepa
perteneciente al linaje ST442, en este caso se determind que rio abajo de rmtG
se encontraba la secuencia I1S97, mediando potencialmente, su movilizacion
(Ramos et al., 2014). Lamentablemente, en la presente tesis no se conté con
genomas chilenos portadores de rmtG por lo que no es posible comparar los
entornos genéticos. Por otro lado, cepas aisladas el 2011 en Brasil, pertenecian
al ST442 y se describieron dos linajes adicionales, dados por los ST1046 y ST340
(Bueno et al., 2013).

Por otra parte, la unica cepa reportada en Europa fue aislada el afo 2017 y
pertenecia al ST11 (Mancini et al., 2018). Basado en los esquemas de tipificacion
MLST, ninguno de los linajes mencionados presenta una diferencia menor a seis
alelos respecto al ST1161, al cual pertenecen las cepas UCO333, UCO340 y
UCO341. Esto sugiere que la diseminacion de rmtG asociada a blakpc-2 ha
ocurrido en linajes genéticamente distantes tanto en América como en Europa,

particularmente en Suiza.
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Linajes, locus capsulare (KL), antigeno O (OL) y marcadores de virulencia

relevantes

De las seis cepas secuenciadas en esta tesis, cuatro correspondieron al ST25,
perteneciente al SL25 y al CG10224, mientras que las dos restantes fueron
clasificadas como ST11 y ST5830, ambas pertenecientes al SL258 y al CG340.
Las cepas ST25 presentaron KL2 y O1/02v2, ademas de portar el sistema de
sideréforos ybt-15 inserto en el elemento genético movil ICEKpS. En cambio, las
cepas ST11y ST5830 presentaron KL39 y O3b.
Ellinaje ST25 co-portador de 16S-RMTasas y carbapenemasa no fue identificado
en los genomas de la base de datos QDB; sin embargo, fue detectado en las
cepas de Chile secuenciadas en la presente tesis. Adicionalmente, se cuenta con
el estudio realizado por Veloso et al. (2023), en el cual se describe la cepa de K.
pneumoniae VA833, co-portadora de armA+blakpc-2 en un plasmido de tipo IncM2
y blanom-1 en uno de tipo IncC. Cabe destacar que, a diferencia de lo observado
en el plasmido pAA860 descrito en esta tesis, el plasmido IncC de la cepa VA833
no presentaba el gen rmtC.
Por otro lado, el serotipo capsular K2, inferido a partir del locus capsular KL2, se
encontré unicamente en las cepas de K. pneumoniae ST25. En contraste, el
antigeno O1ab, determinado por la prediccion del locus O1/02v2, se identifico
tanto en los genomas pertenecientes al ST25 como en un genoma proveniente
de una cepa de Brasil, clasificado como ST129, SL1082 y CG1080, con un locus
capsular KL108.
Los primeros reportes de cepas de K. pneumoniae ST25 provienen de Brasil en
2008, con una cepa aislada desde una infeccién urinaria en un paciente
hospitalizado. Ademas, esta cepa fue portadora de blakec-2 (Seki et al., 2011),
lamentablemente los autores no realizaron pesquisas de genes codificantes de
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16S-RMTasas. Luego de este reporte, la literatura divide a K. pneumoniae ST25
en dos grupos, aquellas cepas que fueron aisladas desde infecciones en
humanos y en animales.
En cuanto a K. pneumoniae ST25 aisladas desde infecciones en animales, la
literatura destaca de manera consistente una estrecha asociacién entre este
linaje y cuadros infecciosos en cerdos. El primer reporte de este tipo se realizd
en Australia, donde entre 2014 y 2016 se aislaron cepas ST25 a partir de casos
de septicemia en cerdos(Bowring et al., 2017). Posteriormente, en 2018, se
publicé en un estudio realizado en East Anglia, Inglaterra. En este se documenté
la presencia de cepas ST25, SL25 y CG25, aisladas entre los afios 2011 y 2014
a partir de casos de septicemia porcina. Estas cepas portaban los genes de
virulencia ybt-2 en el elemento ICEKp1 ademas de iro y rmpA, pudiendo ser
consideradas como hipervirulentas(Bidewell et al., 2018).
En esta misma linea, en Malaysia se reportaron cepas ST25, SL25 y CG25
aisladas de cerdos que portaban los genes juc y mcr-1 junto a genes de
resistencia a 3-lactamicos como blatem-176, blacTx-m-15 (Mobasseri et al., 2021).
Cabe destacar que, en este ultimo trabajo, se informa que la cepa aislada en
cerdos KP2013Z28 porta la betalactamasa blaoxy-1, de manera inusual, este gen
es un marcador molecular para estudiar el complejo Klebsiella oxytoca. Sin
embargo, este gen no es detectado por las herramientas utilizadas para definir
los genes de resistencia utilizados en esta tesis por lo que blaoxy-1 posiblemente
fue informado de manera errénea por Mobasseri et al. (2021), en oposicién, las
herramientas anotan el gen blaLap-2 (Kocsis et al., 2013), blaLap2 es una
betalactamasa de espectro reducido, por lo que posiblemente, el predictor de
genes de resistencia utilizado por Mobasseri determind blaoxy-1 de manera
equivocada mientras realmente correspondia al gen blaLap-2.
Por otro lado, en Brasil se identificaron cepas ST25 provenientes de cerdos,
portadoras también de iuc y mcr-1 (Rosa et al., 2025).
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Ahora bien, el segundo grupo, correspondiente a las cepas ST25 causantes de
infecciones en humanos presenta una distribucion global. Fuera de América, este
linaje ha sido reportado en diversos paises, entre ellos China, donde se han
estudiado cepas aisladas en 2010, entre 2014-2017, 2013-2018, 2019-2020 y
2021 (Du et al., 2022; J. Li et al., 2019; Lin et al., 2022; Xia et al., 2022; Yao et
al., 2015; Zhang et al., 2020; Zhao et al., 2022). En general, estas cepas fueron
clasificadas como virulentas o hipervirulentas debido a la presencia de al menos
un gen de virulencia como iro, iuc y rmpA o rmpAZ2. Es importante destacar que
la mayoria de ellas portaban blakrec 0 blanowm, siendo mas frecuente blanpw.

No obstante, no todas las cepas portaban ybt. Incluso, la cepa estudiada por Zhao
et al., aislada de un neonato en 2021, perteneciente al ST25, SL25 y CG25
portaba blanom-1 sin ninguno de los genes de virulencia previamente
mencionados. Ademas, es importante destacar que la cepa reportada por Xia et
al. pertenecié al ST11 y co-porté rmitB y blakpc-2, junto a blactx-m-65 Y blatem-1 en
un mismo plasmido de tipo IncFll/IncR denominado pCY814036-KPC-2. En
ningun otro estudio mencionado previamente se pesquisoé la presencia de 16S-
RMTasas.

En esta linea, una dinamica genémica similar se ha observado en cepas de K.
pneumoniae ST25 aisladas en Japon que no portadoras de genes codificantes
de 16S-RMTasas (Harada et al., 2018; Kakuta et al., 2020). Sin embargo, de
manera particular en el Norte de India se encontré una cepa co-portadora de
blanom y rmtC sin la presencia de un plasmido de tipo IncC (Kaza et al., 2024),
lamentablemente los genomas de este estudio no fueron publicados por lo que
obtener mas informacion de estas cepas resulta complejo. Tanto en Sudafrica,
(Hetsa et al., 2025), Vietnam (Thuy et al., 2021), Madagascar (Rakotondrasoa et
al., 2020) y Paises Europeos como Espafa (Cubero et al., 2016), Suiza (Hallback
et al., 2023; Poirel, et al., 2011) e Italia (Arena et al., 2022), las cepas estudiadas
fueron susceptibles a AMG y CBP Cabe destacar que la cepa GMR151 aislada
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en ltalia (codigo de acceso: GCF_018907255.1) pertenecia al ST25, SL3804 y
CG3804, siendo la unica cepa con dicho linaje registrada hasta la fecha.
En América, y posterior al primer caso reportado en Brasil (Seki et al., 2011) se
ha documentado de forma relevante la persistencia del ST25 portador de blakpc-
2 en Argentina desde el 2014 (Cejas et al., 2019; Vargas et al., 2019). También
se han identificado cepas portadoras de blakec-2 en Ecuador (aisladas en 2012)
(Prado-Vivar et al., 2019; Reyes et al., 2021), México (2013-2015) (Cérdova-
Espinoza et al., 2023) y Colombia (2015) (Cienfuegos-Gallet et al., 2019).
Lamentablemente, ninguno de los estudios que reportan la presencia del linaje
ST25 en América cuenta con informacién del perfil de susceptibilidad a AMG, por
lo que no se puede descartar la presencia de 16S-RMTasas en dicho linaje. En
Chile, el ST25 ya habia sido reportado anteriormente, la publicacion de Morales-
Ledn et al. (2020) detalla que cepas ST25, SL25 y CG10224 portadoras de
BLEEs circulaban desde el afno 2012 en hospitales de distintas ciudades como
Los Angeles, Valparaiso y Santiago. Ninguna de estas cepas portaba genes
codificantes de 16S-RMTasas. Posteriormente, el estudio de Veloso et al. (2023)
reportd cepas del mismo linaje, portadoras de blakrc y blanom, aisladas en
Santiago y en las regiones del Maule y Los Lagos. De manera particular, la cepa
VA833 perteneciente al ST25 fue co-portadora de armA+blaxec-2 junto a blacTx-m-
3y Ablatem en un mismo plasmido de tipo IncM2
Esta diversidad de datos gendmicos sugeriria que el ST25 podria poseer una
notable capacidad para adquirir elementos genéticos capaces de conferir
resistencia a antimicrobianos de ultima linea, como los carbapenémicos, asi
como fenotipos hipervirulentos.
En cuanto a las otras dos cepas secuenciadas en esta tesis, pertenecientes a los
ST11 y ST5830, ambos linajes convergen en los SL258 y CG340. En el caso del
ST11 también fue detectado en genomas de la base de datos QDB, siendo
identificado en Argentina, Brasil, Peru y Venezuela En cambio, el ST5830 se
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encontré unicamente en Chile representado por la cepa K2070 secuenciada la
cual fue secuenciada en esta tesis. Por otra parte, respecto a algunos de los
grupos clonales pertenecientes al SL258, en este caso, CG10268, CG258 y
CG340 encontrados, se evidencid que, cepas pertenecientes al CG10268
presentaban los locus KL36 y O4, encontrando esta combinacién de manera
unica en Brasil, lo que sugiere que las cepas pertenecientes al CG10268 podrian
ser un clon endémico y persistente en Brasil. Las cepas pertenecientes al CG258,
presente en Argentina, Brasil, Colombia, Peru y Chile, presentaban un unico
locus KL107 y dos variantes de locus como O1/02v2 y OL13. Finalmente, el
CG340 se encontré en Argentina, Brasil, Peru, Venezuela y Chile, con mayor
variabilidad, con locus K como KL105, KL15, KL39, KL62 y KL64, y locus O como
01/02v1, 01/02v2, O3b y O4.

Aparentemente, el ST258 y el ST11 estan ampliamente diseminados en América
del Sur. Sin embargo, cada pais parece tener linajes endémicos con una notable
capacidad de adquirir elementos genéticos y de mantenerse de manera exitosa
en el tiempo. Esta situacidon ha contribuido a una diversidad de linajes en perjuicio
del dominio de linajes internacionales (ST258 y ST11). Incluso, los linajes
endémicos parecen mostrar una mayor estabilidad en sus loci capsulares y de
antigenos O, en comparacién con el linaje internacional ST11. No obstante, las
cepas pertenecientes al linaje internacional ST258 presentan una baja

variabilidad en dichos /loci.
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Plataformas genéticas de genes codificantes de 16S-RMTasas vy

carbapenemasas

En los genomas secuenciados en esta tesis, los genes rmtC y blanowm-1, fueron
asignados al mismo plasmido putativo, denominado pAA860, perteneciente al
grupo de incompatibilidad IncC. Este plasmido contaba con valores 6ptimos de
cobertura y homologia respecto a otro plasmido, tal como el plasmido
pCFR17394, aislado previamente desde una cepa de C. freundii en Argentina. El
entorno genético de blanowm-1 fue similar al descrito por Li et al., 2023, donde rio
arriba del gen blanom-1 se encontraba la secuencia de insercion ISKpn14, y rio
abajo una estructura conservada compuesta por los genes blewsL, trpF, dsdB,
cutA, groES y groEL. Sin embargo, se observa una diferencia entre ambos
plasmidos, en el pPCFR17394 se identifico el gen armA adyacente a ISKpn714y en
el pAA860 (descrito en esta tesis) se encontréo rmtC. Esta estructura genética,
asociada ISKpn74, ha sido previamente descrita en especies del orden
Enterobacterales, tales como de Enterobacter, Citrobacter, Providencia,
Klebsiella, Serratia'y Escherichia (Ikuta et al., 2022). Ademas, se ha encontrado
en distintos grupos de incompatibilidad como IncFll e IncC y, ha sido reportada
en diversas regiones del mundo, incluyendo Asia, Europa, América del Norte y
Sur América (Li et al., 2023).

Cabe destacar que plasmidos encontrados en China (Huang et al., 2017; Shen
et al., 2019) compartian el mismo repertorio gendémico, lo que sugiere que podrian
ser el mismo plasmido (Huang et al., 2017; Shen et al., 2019). La principal
diferencia observada entre estos plasmidos aislados en China, especificamente
en la cepa de Klebsiella aerogenes 1564 (sin ano de aislamiento) y Salmonella
enterica LS001 (aislada en 2012) y los encontrados en los genomas trabajados
en la presente tesis, radica en la ausencia de la secuencia de insercién ISKpn8
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(IS3-like), secuencia que si estuvo presente en el plasmido pCFR17394 y en los
plasmidos inferidos pAA860 de las cepas de K. pneumoniae. Estos hallazgos
respaldan la hipotesis de que dicho plasmido ha estado circulando al menos
desde el afo 2012, portando los genes rmtC y blanpm-1, €n un entorno genético
conservado a nivel global, con un rango hospedero asociado a bacterias
pertenecientes al orden Enterobacterales.
En nuestro caso, los plasmidos pAA860 de las cepas 17U, 28U, 41U y P88
presentaron el elemento ISEcp7 ubicado a mas de 20 CDS del gen rmtC. En
cambio, en el plasmido pAA860, detectado en la cepa 40U, la estructura ISEcp 1
se localizé rio arriba de rmtC, lo que sugiere que el mismo plasmido puede
presentar diferentes organizaciones en la region donde se localiza el gen rmtC.
Sin embargo, esta diferencia estructural, no se asocid6 a un aumento de la
concentracién minima inhibitoria (CMI) frente a aminoglucésidos, resultado que
ha sido mencionado en la literatura (Yang & Hu, 2022), lo cual siguiere que esta
organizacion no se traduce necesariamente en una mayor expresion del gen rmtC
(Yang & Hu, 2022).
Por otro lado, los genes blakpc-2 se encontraron en la plataforma clasica Th4401
(L. Chen et al., 2014). De los dos plasmidos que portaban este gen, solo uno
pudo ser tipificado basado en su grupo de incompatibilidad, identificandose como
perteneciente a IncFIB, IncFll y al replicon cluster-2183. Es importante considerar
que la herramienta MOB-suite puede presentar limitaciones al reconstruir
plasmidos hibridos, por lo que no es posible confirmar con certeza que se trate
de un plasmido multirreplicon sin datos provenientes de lecturas gendmicas
largas. No obstante, de manera independiente, los plasmidos de tipo IncFIB e
IncFIl han sido ampliamente reportados alrededor del mundo como portadores
del gen blakpc-2 (L. Chen et al., 2014; Ding et al., 2023).
Los genes de rmtD se han encontrado con frecuencia en asociacion con genes
del tipo blaoxa-4s-ike, Mientras que los genes blaviv se han descrito comunmente
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junto a rmtB, especialmente, en cepas de P. aeruginosa aisladas en Brasil y
Pakistan (Costa-Junior et al., 2021; Gondal et al., 2024). Sin embargo, varios
otros estudios que reportan la presencia de estos genes no especifican si ambos
genes se encuentran codificados en la misma cepa. En nuestro caso, la deteccion
conjunta de rmtD2 y blavim2 en una misma cepa constituye un hallazgo
importante, ya que hasta la fecha no existen registros en la literatura que
documenten este fendmeno en K. pneumoniae.

Cabe destacar que la plataforma genética donde se identificé rmtD2 en la cepa
K2070 no pudo ser reconstruida, ya que se encontraba en un contig con solo
cinco secuencias codificantes. Por otro lado, el gen blavim-2 fue hallado rio abajo
de una secuencia codificante de una integrasa de integron clase I, en un plasmido
definido unicamente por un tipo de replicon y no un grupo de incompatibilidad.
Ademas, unicamente se detectd la secuencia de Intl1, sin identificarse la
estructura completa del integron clase 1, ya que faltaba la region 3’ conservada,
compuesta por los genes qacEA1, sul1 y orf, lo cual representa un evento
inusual.

El gen blavim ha sido descrito tradicionalmente asociado a integrones de clase 1,
presente en diversos transposones, localizados tanto en el cromosoma como en
plasmidos. Este gen ha sido hallado en plasmidos con distintos tipos de
replicones, incluyendo IncC, IncF, IncA/C e IncL/M, y en multiples géneros
bacterianos alrededor del mundo (Biedrzycka et al., 2023; Fortunato et al., 2023;
Heiden et al., 2021; Liu et al., 2021). En Chile, ya existe el antecedente de la
asociaciéon de intl1 y blavim en cepas de P. aeruginosa de infecciones clinicas
aisladas en Temuco el ano 2019 y Talca el afio 2021 (Opazo-Capurro et al.,
2024).
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Conclusiones

En cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a aminoglucésidos vy
carbapenémicos se detecta la presencia de genes codificantes de 16S-
RMTasas y carbapenemasas. Los genes mas frecuentes son rmtC (n=24)
y blanom (n=23), siendo la combinacion rmtC+blanom-1 la mas comun
(n=22).

Las cepas chilenas co-portadoras de genes de 16S-RMTasas vy
carbapenemasas pertenecen a diversos linajes, la mayoria con
distribucion geografica limitada. Esto sugiere una adquisicidon local de
determinantes de resistencia, seguida de una expansion clonal
intrahospitalaria. En Chile, el linaje predominante es ST25, mientras que
en América del Sur destacan ST258 y ST11.

Los genes rmtC y blanom-1 potencialmente se localizan en un mismo
plasmido conjugativo tipo IncC, mientras que blakpc-2 se encuentra en
plasmidos movilizables multireplicon. El gen blavim-2 se detecta en un
plasmido del rep-cluster 435, sin poder determinar su grupo de
incompatibilidad. Estos hallazgos indican que la diseminacién de estos
genes puede estar mediada por multiples plasmidos, algunos con

potencial de transferencia horizontal.

Con base en el analisis de los datos obtenidos en esta tesis, junto a la evidencia

disponible en la literatura, se acepta parcialmente la hipotesis “En cepas de K.

pneumoniae de origen clinico los genes codificantes de metiltransferasa de ARNr

16S y carbapenemasas se encuentran en la misma plataforma genética mévil y,

a su vez, estas cepas comparten un mismo linaje”.
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