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RESUMEN 

 

 

 

La resistencia a antibióticos (RA) es un desafío global, y el complejo Citrobacter 

freundii contribuye a ello, ya que emergen como un patógeno clínico grave debido 

a su capacidad para desarrollar resistencia a múltiples antibióticos, incluidos los 

carbapenémicos. En Chile, la emergencia de cepas productoras de 

carbapenemasas de C. freundii y la falta de datos epidemiológicos sobre estas 

generan una brecha en el conocimiento necesario para implementar medidas de 

control efectivas. Por esta razón, el objetivo de este trabajo fue determinar la 

epidemiología molecular de las cepas del complejo C. freundii aisladas en 

hospitales chilenos, así como identificar las carbapenemasas que estas 

producen. De los resultados obtenidos, 9 de las 27 cepas analizadas presentaron 

resistencia a carbapenémicos, siendo identificados los genes de 

carbapenemasas blaKPC, blaNDM y blaVIM. Además, el análisis de los 

secuenciotipos (STs) reveló que el ST22 es altamente prevalente, y destaca 

como un clon de alto riesgo, lo que subraya la importancia de su vigilancia. Estos 

hallazgos subrayan la importancia de la vigilancia epidemiológica para 

monitorizar la diseminación y evolución de las cepas y perfiles de resistencia, lo 

cual es crucial para mejorar las estrategias de control y vigilancia de estas. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Antibiotic resistance (AR) is a global challenge, and strains of the Citrobacter 

freundii complex contribute to this, emerging as a serious clinical pathogen due 

to their ability to develop resistance to multiple antibiotics, including carbapenems. 

In Chile, the emergence of carbapenemase-producing C. freundii and the lack of 

epidemiological data on these strains create a gap in the necessary knowledge to 

implement effective control measures. For this reason, the aim of this study was 

to determine the molecular epidemiology of C. freundii strains isolated from 

Chilean hospitals, as well as to identify the carbapenemases they produce. From 

the results obtained, 9 out of 27 analyzed strains were resistant to carbapenems, 

with the carbapenemase genes blaKPC, blaNDM, and blaVIM identified. Additionally, 

the analysis of sequence types (STs) revealed that ST22 is highly prevalent, and 

stands out as a high-risk clone, highlighting the importance of its surveillance. 

These findings underscore the importance of epidemiological surveillance to 

monitor the spread and evolution of strains and resistance profiles, which is crucial 

for improving control and surveillance strategies for hospital-acquired infections. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

 

1. Resistencia a los antibióticos 

 

 

 

En las últimas décadas, la diseminación de bacterias multirresistentes ha sido 

considerada como una de las mayores preocupaciones de la salud a nivel 

mundial, principalmente asociada a bacterias Gram negativas. Este grupo de 

bacterias es de suma importancia clínica, ya que pueden causar infecciones 

graves y complejas de tratar, las que son cada vez más resistentes a los distintos 

tipos de antibióticos (Chinemerem Nwobodo et al., 2022).  

 

 

Además de la implicancia que tiene la resistencia antibiótica en el ámbito clínico, 

este hecho tiene un alto impacto en la salud y la economía de los países, donde 

se ha evidenciado un aumento en los costos de la atención médica y tratamientos, 
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debido al uso de antibióticos de mayor costo y por un tiempo prolongado (François 

et al., 2016; Judd et al., 2016; Puchter et al., 2018; Thaden et al., 2017; Zhen 

et al., 2017, 2017). Asimismo, ha llevado a un aumento en los tiempos de 

hospitalización, y también en la morbilidad y la mortalidad, lo cual compromete la 

calidad de vida y productividad laboral, proyectando un total de 10 millones de 

muertes anuales al 2050, de no establecer medidas que mitiguen el avance de la 

resistencia (Mendoza Brito, 2015; Murray et al., 2022). Con respecto al impacto 

directo en la economía, el banco mundial estima una reducción de 1.1% del 

producto interno bruto (PIB) mundial, y un aumento en el costo de vida a 3,4 

trillones de dólares al 2030, si no se toman medidas inmediatas (Barrantes 

Jiménez et al., 2022; Poudel et al., 2023; Roope et al., 2019).  

 

 

Es así como la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó una lista de 

patógenos bacterianos prioritarios multirresistentes, siendo la última actualización 

el 2024, donde indica los patógenos considerados como una amenaza para la 

salud pública debido a la falta de tratamientos efectivos para infecciones 

causadas por estas bacterias (Figura 1) (WHO, 2024). Dentro de esta lista, 

destacan diversas especies en el grupo de “patógenos de prioridad crítica”, en 

donde se encuentran especies del orden Enterobacterales resistentes a 
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carbapenémicos y productoras de betalactamasas de espectro extendido 

(BLEEs) (WHO, 2017).  

 

Figura 1. Lista de patógenos bacterianos prioritarios de la OMS, 2024. Extraído de WHO (2024) 

(https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461)  

https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461
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Las especies del orden Enterobacterales corresponden a bacterias Gram 

negativas que se pueden encontrar en diversos nichos ecológicos, incluyendo 

insectos, animales y humanos (Adeolu et al., 2016; Doern, 2024). Muchos de los 

grupos que conforman esta familia tienen relevancia clínica en humanos, como 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica y Citrobacter spp., 

las cuales son responsables de una amplia gama de infecciones, que abarcan 

desde infecciones del tracto urinario (ITUs) hasta infecciones respiratorias 

(Adeolu et al., 2016; Chow et al., 1994). En este contexto, el género Citrobacter 

spp. destaca como un agente emergente de interés clínico debido a su capacidad 

de provocar infecciones oportunistas en humanos, asociada normalmente a 

elevados perfiles de resistencia a los antibióticos (Pepperell et al., 2002).  

 

 

2.  Complejo Citrobacter freundii 

 

 

 

Citrobacter corresponde a un género de bacterias Gram negativas compuesto por 

diversas especies, siendo Citrobacter freundii, Citrobacter koseri y Citrobacter 

portucalensis las más comunes en el ámbito clínico, las cuales se agrupan dentro 
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del complejo Citrobacter freundii (Brenner et al., 1993; G. Zhang et al., 2023). 

Estas son bacterias anaeróbicas facultativas, no productoras de cápsula, que se 

pueden encontrar comúnmente en agua, suelo, alimentos y el tracto intestinal de 

animales y humanos (Arens & Verbist, 1997; Ranjan & Ranjan, 2013) y se 

caracterizan por utilizar citrato y/o malonato como fuente de carbono y fermentar 

lactosa (Lipsky et al., 1980). Si bien representan una menor prevalencia en 

infecciones humanas en comparación con otras del orden Enterobacterales, como 

E. coli y K. pneumoniae, diversos estudios las identifican entre los tres patógenos 

urinarios más comunes. Además, en la actualidad se consideran patógenos 

intrahospitalarios multirresistentes relevantes (Majewski et al., 2017; Pepperell 

et al., 2002).   

 

 

En concordancia con lo anterior, se ha documentado que las especies del 

complejo C. freundii pueden causar una variedad de infecciones, entre las que 

destacan las ITUs. Estas han sido asociadas a procedimientos hospitalarios 

invasivos, como cateterismo urinario o el uso de instrumentación genitourinaria, 

las cuales favorecen la colonización e infección del tracto urinario (Metri et al., 

2013; Mohanty et al., 2007). Debido a esto, se han establecido diversas 

estrategias para tratar las infecciones causadas por cepas bacterianas 

pertenecientes a estas especies, donde se ha logrado determinar que poseen una 
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alta capacidad para desarrollar resistencia a múltiples antibióticos, como por 

ejemplo a quinolonas, aminoglucósidos y -lactámicos, lo cual limita las opciones 

terapéuticas (L. Liu et al., 2017, 2018). Dentro de los -lactámicos, la resistencia 

a carbapenémicos representa un problema de salud pública a nivel global, ya que 

estos constituyen una de las últimas líneas terapéuticas disponibles para el 

tratamiento de infecciones graves causadas por bacterias multirresistentes. Los 

carbapenémicos destacan por su amplio espectro, elevada eficacia clínica y bajos 

niveles de toxicidad en comparación con otros antibióticos (Meletis, 2016; R. 

Zhang et al., 2008). Debido al aumento de la resistencia a estos compuestos y su 

impacto en las infecciones intrahospitalarias, diversas especies bacterianas 

pertenecientes al orden Enterobacterales, como el complejo  C. freundii, han sido 

incluidas en el grupo critico de la lista de patógenos prioritarios de la OMS 

(Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, Figura 1), lo que destaca su 

relevancia clínica (WHO, 2024). 
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3.  Carbapenemasas 

 

 

 

La resistencia a carbapenémicos en Enterobacterales se asocia a diversos 

mecanismos, siendo el principal la producción de carbapenemasas, enzimas 

pertenecientes a la familia de las -lactamasas, capaces de hidrolizar el anillo -

lactámico de antibióticos carbapenémicos, tales como ertapenem, doripenem, 

imipenem y meropenem (Chi et al., 2020; Wang et al., 2022). Estas enzimas 

presentan una gran versatilidad hidrolítica, la cual se basa en su estructura y 

función. Debido a esto, las carbapenemasas se clasifican en 4 clases 

moleculares: A, B, C y D (Bush et al., 1995; Queenan & Bush, 2007).  

 

 

Las carbapenemasas de clase A se caracterizan por tener un residuo de serina 

en su sitio activo, lo cual les confiere su propiedad hidrolítica, en donde los genes 

que codifican para estas enzimas se localizan comúnmente asociados a 

elementos genéticos móviles (EGMs), tales como plásmidos, lo cual facilita su 

diseminación y transferencia a otras bacterias (García-Betancur et al., 2021). De 

esta clase, destacan las carbapenemasas de Klebsiella pneumoniae (KPC, del 
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inglés Klebsiella pneumoniae carbapenemase), las que son clínicamente 

relevantes debido a su alta capacidad de diseminación, donde se ha reportado 

una tasa de mortalidad de un 75% en infecciones causadas por aislados 

productores de KPC (Brescini et al., 2019).  

 

 

Con respecto a las carbapenemasas de clase B, o metalo--lactamasas (MBL), 

estas dependen de iones Zn2+ en su sitio catalítico, y son inhibidas in vitro por 

agentes quelantes de zinc, tales como EDTA , y también por ciertos antibióticos 

como aztreonam (García-Betancur et al., 2021). Por otro lado, en el contexto 

clínico, estas se caracterizan por hidrolizar varios tipos de antibióticos, tales como 

carbapenémicos, cefalosporinas y penicilinas, lo cual implica una limitación para 

los tratamientos de infecciones causadas por aislados productores de MBL (Felici 

et al., 1993; Krco et al., 2023). Estas enzimas son clasificadas en 3 subgrupos, 

según su secuencia aminoacídica, los ligandos que se pueden unir a su sitio activo 

y su capacidad hidrolítica (Galleni et al., 2001; Queenan & Bush, 2007). En este 

sentido, el grupo B1 tiene una capacidad hidrolítica más amplia, siendo capaz de 

inhibir el efecto de penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e inhibidores de 

-lactamasas, mientras que la subclase B2, si bien presenta una estructura similar 

del sitio activo, tiene menor capacidad hidrolítica sobre los carbapenémicos. Con 

respecto al subgrupo B3, su capacidad hidrolítica es limitada con respecto a 
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carbapenémicos, y también presentan muy baja actividad sobre penicilinas y 

cefalosporinas (Karsisiotis et al., 2014).  

 

 

Dentro de estas subclases destacan las MBL de las familias NDM, IMP y VIM, las 

cuales se han identificado principalmente en bacterias Gram negativas de 

importancia clínica, tales como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii y la Enterobacterales, principalmente en K. pneumoniae (Carrasco-

Anabalón et al., 2019; Chi et al., 2020; Doi et al., 2014; Elena et al., 2024; 

Roschanski et al., 2017). Su rápida diseminación mundial, desde regiones 

específicas como Italia, Japón e India, es una amenaza a nivel global, ya que ha 

complicado severamente el tratamiento de infecciones por estos patógenos 

multirresistentes, aumentando la morbimortalidad y los costos asociados (García-

Betancur et al., 2021; Lowe et al., 2020; Queenan & Bush, 2007; Roschanski 

et al., 2017; Wei et al., 2015). 

 

 

Las carbapenemasas de clase D u oxacilinasas (OXA), se encuentran entre las 

primeras β-lactamasas detectadas. El nombre designado (oxacilinasas) es debido 

a su capacidad para hidrolizar isoxazolilpenicilinas, tales como oxacilina, 
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meticilina y cloxacilina, pero también presentan la capacidad de actuar contra 

otros grupos como carbapenémicos o cefalosporinas (Evans & Amyes, 2014; 

Hammoudi Halat & Ayoub Moubareck, 2020; Queenan & Bush, 2007). Su 

mecanismo de acción, al igual que las carbapenemasas de clase A y C, es 

mediante una serina en su sitio activo (Jeon et al., 2015). Dentro de las 

carbapenemasas clase D, los grupos OXA-23 y OXA-58 se han identificado 

principalmente en Acinetobacter spp., mientras que las del grupo OXA-48 son 

más frecuentes en especies de Enterobacterales como E. coli y el complejo 

Citrobacter freundii (Galan-Sanchez et al., 2012; García-Betancur et al., 2021).  

 

 

Considerando que existen 4 clases distintas de carbapenemasas que actúan 

sobre una amplia gama de antibióticos -lactámicos, es de suma importancia 

estudiar qué tipo de carbapenemasas se encuentra presente en las cepas de 

interés, ya que limita severamente las opciones terapéuticas (Íñigo & Pozo, 2022; 

Morrill et al., 2015).  

 

 

Cabe destacar que en la actualidad existen diversos reportes demostrando que 

los genes que codifican para carbapenemasas, tales como KPC, NDM y OXA, se 
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encuentran en  EGMs, como por ejemplo plásmidos, integrones o transposones, 

que pueden ser transferidos mediante transferencia horizontal de genes desde 

bacterias resistentes a bacterias susceptibles (Acman et al., 2022; Hardiman 

et al., 2016; Ramsamy et al., 2022). Además, estos EGMs pueden portar más de 

un solo gen, por lo cual pueden conferir resistencia a más de un antibiótico, 

además de carbapenémicos (Doi et al., 2014; Yamada et al., 2022). Sumado a 

esto, la globalización, los viajes al internacionales, el transporte rápido, la 

transmisión en entornos hospitalarios y el uso inapropiado de antibióticos, influyen 

directamente en la propagación de estas, lo cual representa un grave problema 

en la salud pública (Salam et al., 2023; Theriault et al., 2021).  

 

 

4.  Distribución global de carbapenemasas del complejo C. freundii 

 

 

 

En el año 2023 se publicó un primer reporte sobre la epidemiología molecular de 

cepas de Citrobacter spp. productoras de carbapenemasas a nivel mundial 

aisladas entre 2015 y 2017 (Figura 2), en donde se reportan 86 cepas productoras 

de carbapenemasas, principalmente de las especies C. freundii y C. portucalensis 
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(Nobrega et al., 2023). En este trabajo, mediante secuenciación de genomas 

completos, se determinaron los distintos secuenciotipos (STs) dominantes 

asociados a genes de carbapenemasas, como por ejemplo enzimas blaKPC, blaNDM 

y blaOXA-48, destacando los ST98, ST22, ST493 y ST545 (Nobrega et al., 2023).  

 

 

Por otro lado, estudios similares reportan la presencia de genes de 

carbapenemasas en aislados del complejo C. freundii en distintos países, tales 

como Italia, Corea, Alemania, España, Finlandia y Estados Unidos, donde destaca 

la producción de blaKPC, blaOXA y MBLs entre los años 2000 y 2023, recalcando la 

prevalencia y la propagación de estos genes alrededor del mundo, así como 

también la emergencia de este complejo a nivel global (Arana et al., 2017; Gaibani 

et al., 2013; Lee et al., 2005; Yao et al., 2021). 
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Figura 2. Distribución global de Citrobacter spp. carbapenemasas positivas. Extraído de Nobrega 
et al. (2023) 

 

Como se puede observar en la Figura 2, si bien incluye data de distintos países 

de América, no se incluyen cepas productoras de carbapenemasa de Chile 

(Nobrega et al., 2023). En este sentido, el Boletín de Vigilancia de 

carbapenemasas en bacterias aisladas desde infecciones asociadas a la atención 

en salud (IAAS), publicado en 2018 por el Instituto de Salud Pública de Chile (ISP), 

confirma la presencia de cepas de Citrobacter spp. productoras de 

carbapenemasas en hospitales de Chile, principalmente recuperadas desde 

muestras de hisopado rectal (vigilancia) y de orina (ISP, 2018). Sin embargo, tanto 

en el boletín de resistencia antimicrobiana como el de vigilancia de laboratorio 

para carbapenemasas del 2022 del ISP, no se menciona a Citrobacter spp. como 

un patógeno de vigilancia prioritaria, a pesar de que sí es reportado también en el 
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informe de vigilancia de IAAS del Ministerio de Salud (MINSAL), publicado en el 

año 2020 (ISP, 2022, 2023; MINSAL, 2020). Estos informes mencionados reflejan 

una notable brecha de información en cuanto a la resistencia a carbapenémicos 

en cepas del complejo C. freundii en Chile, donde si bien se reportan datos de 

distintas especies de Enterobacterales, la ausencia de datos específicos sobre 

Citrobacter spp. en los boletines de resistencia antimicrobiana y vigilancia de 

laboratorio para carbapenemasas sugiere una falta de atención o 

subrepresentación en los informes oficiales, planteando la necesidad de una 

mayor investigación y vigilancia de la resistencia a carbapenémicos en cepas de 

Citrobacter spp. en el país. 

 

 

5. Herramientas bioinformáticas para el estudio de bacterias resistentes 

 

 

 

El avance de la bioinformática y la genómica ha revolucionado el estudio de la 

resistencia a los antimicrobianos, permitiendo una identificación más rápida y 

precisa de los genes involucrados, su transmisión y la evolución de patógenos 

multirresistentes (Hendriksen et al., 2019; Seoane & Bou, 2021). Gracias al 
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desarrollo de bases de datos y algoritmos especializados, es posible analizar 

grandes volúmenes de información y mejorar la vigilancia epidemiológica, lo que 

facilita el diseño de estrategias más eficaces para su control (Hendriksen et al., 

2019; Samantray et al., 2023). 

 

 

En este sentido, se han establecido técnicas fundamentales que permiten 

obtener, procesar y analizar información genética de un organismo, tales como la 

secuenciación de genomas completos (Heather & Chain, 2016). Las tecnologías 

de secuenciación han evolucionado significativamente y se agrupan actualmente 

en tres generaciones, diferenciadas por el principio de lectura, la longitud de los 

fragmentos obtenidos, la precisión, la profundidad y el costo (Eren et al., 2022; 

Satam et al., 2023). La primera generación está representada por la 

secuenciación Sanger, que aún se utiliza para el análisis de fragmentos 

específicos, como el gen ribosomal 16S rRNA. La segunda generación, también 

conocida como secuenciación de próxima generación (NGS), incluye plataformas 

como Illumina MiSeq y HiSeq (Illumina Inc.), que permiten obtener grandes 

volúmenes de datos con alta precisión y son ampliamente utilizadas en estudios 

de genomas completos. Por otro lado, la tercera generación, que se basa en 

tecnologías de long-reads como SMRT sequencing (Single Molecular Real-Time) 

de Pacific Biosciences (PacBio) y nanopore sequencing de Oxford Nanopore 
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Technology (ONT), permite lecturas largas, lo cual es especialmente útil para la 

reconstrucción de plásmidos y otros elementos genéticos móviles. Estas 

tecnologías han establecido herramientas fundamentales para la obtención, 

procesamiento y análisis de información genética, siendo esenciales para 

estudios enfocados en la identificación de genes de resistencia, diversidad 

genética y epidemiología molecular (Heather & Chain, 2016; Berberich et al., 

2018; Dewey et al., 2012). 

 

 

Para poder interpretar y extraer la información relevante de los datos obtenidos 

por las plataformas, es fundamental el uso de bases de datos especializadas 

(NCBI, 2013). Estas contienen información útil para realizar comparaciones 

precisas, ya que almacenan secuencias genómicas, información sobre genes, 

proteínas, variantes genéticas y otros datos biológicos que facilitan el análisis y la 

interpretación de los resultados obtenidos de la secuenciación (Papp & Solymosi, 

2022). Dentro de los análisis destacan la identificación de especies, anotación de 

genes, identificación de genes de resistencia y análisis filogenéticos (Teufel et al., 

2006). Así, las bases de datos especializadas proporcionan herramientas claves 

para realizar un análisis exhaustivo de los datos, permitiendo identificar relaciones 

evolutivas, la presencia de variantes genéticas asociadas a características 

específicas, y la comparación de cepas (Doyle et al., 2020). Por ejemplo, 
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GenBank ofrece un repositorio de secuencias genómicas que facilita la 

comparación entre diferentes especies y cepas (Benson et al., 2013). Por otro 

lado, The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)  es una herramienta muy 

útil para la alineación y comparación de secuencias, lo cual ayuda a descubrir 

mutaciones o variaciones genéticas relevantes (Altschul et al., 1990).  

 

 

Existen también otras herramientas especializadas como Shovill, una pipeline 

diseñada para el ensamblaje rápido de genomas bacterianos a partir de lecturas 

de secuenciación de nueva generación con ensambladores como SPAdes o 

Skesa, o Prokka, que anota de manera rápida y precisa el genoma bacteriano, 

permitiendo identificar genes, secuencias regulatorias y otras características 

genéticas relevantes (Prjibelski et al., 2020; Seemann, 2014, 2016/2024; 

Souvorov et al., 2018).  

 

 

Para el análisis de genes de resistencia son fundamentales las herramientas que 

identifican genes de resistencia a antibióticos a partir de secuencias genómicas, 

las cuales también utilizan diversas bases de datos especializadas, como The 

Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD), la base de datos de 

https://card.mcmaster.ca/
https://card.mcmaster.ca/


18 
 

NCBI, ResFinder, entre otras, las que proporcionan una lista detallada de los 

genes presentes y su relación con la resistencia a distintos antibióticos, 

permitiendo también conocer los mecanismos de resistencia (Alcock et al., 2020; 

Feldgarden et al., 2021; Florensa et al., 2022). 

 

 

Como se menciona anteriormente, las herramientas bioinformáticas también 

juegan un rol fundamental en la epidemiología molecular, ya que permite rastrear 

la distribución y propagación de patógenos multirresistentes a través de 

poblaciones y regiones geográficas (Chen et al., 2023; Nobrega et al., 2023; Yang 

et al., 2024). Para lograr esto, se deben combinar herramientas bioinformáticas 

con el análisis filogenético y la tipificación molecular, con el fin de comprender la 

evolución y diseminación de patógenos resistentes (Hall & Barlow, 2006).  

 

 

La tipificación molecular permite clasificar a las bacterias en linajes o clones 

específicos, donde una de las técnicas más empleadas es el Multilocus Sequence 

Typing (MLST), el cual asigna un ST a cada cepa, basándose en la secuencia de 

un conjunto de loci genéticos conservados (Larsen et al., 2012). Esta técnica 

permite identificar la relación entre diferentes cepas de una especie, además de 
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determinar si las cepas resistentes a antibióticos pertenecen a un mismo ST, 

indicando que pueden ser clones de un mismo origen (Clermont et al., 2015; Dziri 

et al., 2022; L. Liu et al., 2020; Warren et al., 2000). 

 

 

Además de identificar la relación entre cepas, el análisis de STs permite identificar 

linajes dominantes, que pueden estar asociados a clones de alto riesgo (Woodford 

et al., 2011; Zurita et al., 2024). Estos clones corresponden a grupos de cepas 

bacterianas que comparten características genéticas similares, en donde se 

relacionan con genotipos asociados a virulencia y resistencia a antibióticos, 

asociándose a brotes, en donde diversos fenómenos de variabilidad genética 

pueden mediar esta diseminación (Dos Santos et al., 2023; Mazumder et al., 

2021; Shelenkov et al., 2023; Woodford et al., 2011) 

 

 

Por otro lado, el análisis filogenético permite definir la relación genética y evolutiva 

entre las cepas bacterianas, y permite determinar si las cepas están relacionadas 

entre sí (Hillis, 1997). A través del uso de herramientas bioinformáticas como IQ-

TREE o MrBayes, se puede representar de forma gráfica cómo las cepas se 

relacionan y cómo la resistencia se ha propagado a través de generaciones, lo 
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cual es esencial para comprender la dinámica de la resistencia y sus patrones de 

diseminación, ya que los repositorios proporcionan acceso libre y público a una 

gran colección de genomas provenientes de diversas partes del mundo, 

permitiendo que investigadores de cualquier ubicación puedan descargar y 

comparar secuencias genómicas para vigilancia epidemiológica (Huelsenbeck & 

Ronquist, 2001; Nguyen et al., 2015).  

 

 

6. Epidemiología molecular del complejo C. freundii productoras de 

carbapenemasas 

 

 

 

Como se menciona anteriormente, la tipificación molecular ha facilitado el 

seguimiento de la transmisión de cepas resistentes (Larsen et al., 2012). Por 

ejemplo, en el estudio de Nobrega y colaboradores, se señala que la identificación 

de los STs está relacionada con los clones predominantes, ya que ciertas cepas 

que comparten un mismo ST pueden pertenecer al mismo linaje, sugiriendo una 

posible prevalencia de clones específicos, lo que facilita la identificación de su 

distribución global (Nobrega et al., 2023). De esta manera, la determinación de 
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los STs se convierte en una herramienta fundamental para caracterizar las cepas 

y diseñar estrategias eficaces de control y prevención (L. Liu et al., 2020; Nobrega 

et al., 2023). 

 

 

En este sentido, se han identificado cerca de 22 STs dominantes del complejo C. 

freundii, resaltando principalmente el ST22, ST98 y ST19, tal como se observa en 

la Figura 2, los cuales están altamente distribuidos en múltiples regiones del 

mundo, incluyendo Europa, Asia y América, lo que sugiere una diseminación 

global impulsada por la movilidad de pacientes y el intercambio de material 

genético (Nobrega et al., 2023; Wang et al., 2022; Yao et al., 2021).   

 

 

Diversos estudios han demostrado que estos clones portan genes de resistencia 

a carbapenémicos, por ejemplo, en el caso del ST22 se han encontrado cepas de 

C. freundii que portan blaOXA-48, blaVIM, blaKPC-2 y blaNDM-1, al igual que el ST98, en 

donde también se ha observado que portan EGMs tales como integrones y 

transposones, lo cual indica una acumulación de diferentes mecanismos de 

resistencia, y también una alta capacidad de diseminación y propagación (Arana 

et al., 2017; L. Liu et al., 2017; Sommer et al., 2024; Yao et al., 2021). 
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La presencia de estos determinantes genéticos, junto con su capacidad de 

propagación y persistencia en entornos clínicos, ha llevado a la clasificación de 

ciertos STs como “clones de alto riesgo” (Willems et al., 2011; Woodford et al., 

2011). Esto se debe a su capacidad para persistir en entornos hospitalarios, 

además de causar infecciones graves y resistentes a antibióticos, así como 

también diseminación eficiente (Biez et al., 2023; H. Liu et al., 2024). Su elevada 

resistencia a antimicrobianos, impulsada por la acumulación de genes de 

resistencia en EGMs, los hace difíciles de erradicar, lo cual compromete el 

tratamiento efectivo de infecciones y es un desafío significativo para la vigilancia 

epidemiológica (Biez et al., 2023; Heljanko et al., 2023; Rezaei et al., 2016). 

 

 

Por lo tanto, si bien la vigilancia de la resistencia de Citrobacter spp. a 

carbapenémicos se realiza en diversos países a nivel mundial, a la fecha no hay 

data robusta sobre la resistencia ni la epidemiología molecular de cepas del 

complejo C. freundii en Chile. Considerando el emergente impacto de este 

complejo como patógeno intrahospitalario, es importante determinar la 

prevalencia y el tipo de resistencia a carbapenémicos en nuestro país, así como 

también a los clones/linajes circulantes en el país. Por esta razón, el presente 

proyecto tiene como objetivo estudiar la epidemiología molecular de cepas 

bacterianas del complejo C. freundii aisladas en Chile. Los resultados de este 
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trabajo contribuyen a un mejor entendimiento de la epidemiología y evolución de 

Citrobacter spp. en Chile aportando con la línea base epidemiológica local, lo cual 

permitirá adoptar medidas adecuadas para el control de infecciones y la gestión 

de la resistencia a carbapenémicos en el país. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

 

 

La falta de estudios detallados sobre la resistencia a antibióticos y la 

epidemiología molecular de las cepas del complejo C. freundii resistentes a 

antibióticos en Chile, plantea un desafío significativo en la gestión y control de 

infecciones y resistencia a antimicrobianos, lo cual requiere un análisis 

exhaustivo de las cepas de este complejo para identificar la evolución de estas 

bacterias, identificar clones de alto riesgo y los genes de resistencia presentes 

en estas cepas. Por esta razón, surge la siguiente pregunta: ¿Las cepas del 

complejo Citrobacter freundii aisladas en hospitales de Chile forman parte 

de los complejos clonales predominantes a nivel mundial asociados a 

resistencia a carbapenémicos? 
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HIPÓTESIS 

 

 

 

En Chile, las cepas del complejo Citrobacter freundii resistentes a 

carbapenémicos pertenecen a los complejos clonales de “alto riesgo” de 

diseminación global. 
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OBJETIVOS 

 

 

 

Objetivo general  

Determinar la epidemiología molecular de las cepas del complejo C. freundii 

aisladas en hospitales chilenos resistentes a carbapenémicos, así como las 

enzimas tipo carbapenemasas que estas producen. 

 

Objetivos específicos 

1. Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibióticos e identificar los 

genes de carbapenemasas en cepas del complejo C. freundii aisladas en 

hospitales de Chile. 

2. Determinar la relación genética de las cepas del complejo C. freundii 

resistentes a carbapenémicos aisladas en hospitales chilenos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

1. Cepas bacterianas 

 

 

 

Con el fin de lograr los objetivos de este trabajo de investigación, se utilizaron 29 

cepas del complejo C. freundii aisladas en 13 Hospitales de Chile (tabla S1). El 

análisis incluyó el uso de técnicas microbiológicas convencionales, así como 

también herramientas bioinformáticas, utilizando la información de la 

secuenciación de los genomas completos disponibles previamente. Tanto las 

cepas bacterianas como los genomas a utilizar se encuentran disponibles en el 

Laboratorio de Investigación de Agentes Antibacterianos (LIAA) de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la Universidad de Concepción. 

 

 



28 
 

2. Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibióticos e identificar 

los genes de carbapenemasas en cepas del complejo C. freundii 

aisladas en hospitales de Chile 

 

 

 

La determinación de las características fenotípicas de las cepas se llevó a cabo 

aplicando técnicas convencionales de microbiología. Para esto, las cepas se 

sembraron en placas con agar triptona-soya (TSA) desde los cultivos 

criopreservados a -80°C y se incubaron por 18-20 h a 37°C en aerobiosis. Luego 

se procedió con las actividades, utilizando las colonias obtenidas de la siembra. 

  

 

2.1 Caracterización microscópica:  

 

 

 

Para la caracterización microscópica se realizó la tinción de Gram, una tinción de 

contraste que permite diferenciar bacterias Gram positivas y Gram negativas, y 
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además identificar su morfología y agrupación (Tripathi & Sapra, 2025)., 

observando los frotis mediante microscopía óptica.   

 

 

2.2 Perfil bioquímico  

 

 

 

Con el fin de determinar las características bioquímicas y confirmar la 

identificación de las cepas del complejo C. freundii, se realizaron las pruebas de 

la escala bioquímica, la que consta de 12 pruebas realizadas en 5 tubos con 

medios de cultivos específicos: Triple Sugar Iron (TSI - hierro de triple azúcar), 

Lysine Iron Agar (LIA - agar hierro-lisina), MIO (Motilidad, Indol, Ornitina), citrato 

y urea (Ederer & Clark, 1970; Hajna, 1945; Johnson et al., 1966; Paliwal & 

Randhawa, 1977; Simmons, 1926).   
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2.3 Extracción de ADN bacteriano 

 

 

 

Para la realización de la reacción de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction) y PCR convencional para 

detección genes de carbapenemasas, el ADN genómico (ADNg) se extrajo 

utilizando la resina Chelex 5% (Bio-Rad®). Específicamente, desde el cultivo en 

agar se seleccionaron 5 colonias y se resuspendieron en 1 ml de H2O estéril en 

tubos Eppendorf. Posteriormente, se centrifugó a 13.000 rpm por 1 min, se 

removió el sobrenadante y se agregaron 200 l de Chelex-100 al 5% (de 

Lamballerie et al., 1992). Luego, los tubos fueron incubados a 95°C y 

centrifugados a 13.000 g, ambos por por 10 min. Finalmente, se extrajo el 

sobrenadante en donde se encuentra el ADNg, el cual se transfirió a tubos 

nuevos para luego almacenarlos a -20°C para ser utilizados posteriormente. La 

determinación de la concentración y pureza de las muestras de ADNg se realizó 

utilizando el espectrofotómetro de microplacas Take3Epoch™, midiendo la 

absorbancia a 260 y 280 nm, para posteriormente calcular la relación 260/280.  
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2.4 Relación genética de las cepas mediante ERIC-PCR 

 

 

 

Con el fin de establecer la relación genética entre las cepas, se utilizó la técnica 

de ERIC-PCR o Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (Ranjbar et al., 

2017). Los partidores utilizados se encuentran en la Tabla 1. El ERIC-PCR se 

realizó utilizando para cada muestra 400 ng de ADNg, 0.8 l de cada partidor, 10 

l de GoTaq® G2 Green Máster Mix, y 0.4 l de MgCl2, en un volumen final de 

20 l. La amplificación se realizó en un termociclador Applied Biosystems™ 

Veriti™ (Thermo Fisher), con parámetros de ciclado descritos por Di Giovanni y 

colaboradores (Di Giovanni GD et al., 1999). Los productos de PCR se 

visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se utilizó un marcador 

de tamaño molecular de 1 Kb para estimar el tamaño de los productos 

amplificados (MaestroGen, cat. 02004-500 AccuRuler), los cuales se visualizaron 

en transiluminador UV (UVITEC ®, UVIDOC H5) 

 

 

La relación clonal entre las cepas del complejo C. freundii se determinó utilizando 

los patrones de bandas obtenidas desde los resultados ERIC-PCR, lo cual se 
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realizó utilizando el software GelJ (Heras et al., 2015). Para esto, se incluyeron 

etapas de normalización en el análisis de los patrones obtenidos para garantizar 

una comparación adecuada del patrón de bandas. Luego, se generaron 

dendrogramas para los geles ERIC-PCR, utilizando el coeficiente de similitud de 

Dice y el método de grupo de pares no ponderado utilizando promedios 

aritméticos (UPGMA), con un 2% de tolerancia en posición (Heras et al., 2016). 

Las cepas del complejo C. freundii con una similitud superior al 80% se 

consideraron estrechamente relacionadas, basándose en el porcentaje 

establecido por el “gold standard”, que corresponde a la técnica de campo 

pulsado para Enterobacterales propuesto por (Tenover et al., 1995). 

Tabla 1. Listado de primers utilizados para ensayos moleculares 

Primer Blanco Secuencia (5’ → 3’) 
Tamaño 

amplicón (pb) 
Ref. 

ERIC-1 
ERIC 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 
Repeticiones de 

127 

(Codjoe 
et al., 
2019) 

ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

KPC-F 
blaKPC 

ATGTCACTGTATCGCCGTCT 
893 

(Schechner 
et al., 
2009) 

KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 

NDMseqF 
blaNDM 

GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC 
782 

(Doyle et 

al., 2012) NDMseqR GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT 

VIM1-4F 

blaVIM 

ATT CAG CCA GAT CGG CAT 

437 

(Bogaerts 

et al., 

2013) 
VIM1-4R ATA TCG CAA CGC AGT CGT TT 
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2.5 Perfil de susceptibilidad antibiótica 

 

 

 

Para determinar la susceptibilidad de las cepas a antibióticos, se llevó a cabo el 

método de Kirby-Bauer, o de difusión en agar (Tenover et al., 1995). Para esto, 

se utilizaron distintos grupos de antibióticos (Tabla 2), los cuales fueron 

seleccionados de los antibióticos se basó en los que se utilizan actualmente en 

nuestro país, y también en el listado del CLSI (Clinical & Laboratory Standards 

Institute, EEUU) (CLSI., 2024). La realización de esta prueba se llevó a cabo 

utilizando la guía M100 del CLSI: “Performance Standards for Antimicrobial 

Susceptibility Testing, 34th Edition” (CLSI, 2024).  

 

Tabla 2. Listado de antibióticos utilizados para determinar el perfil de susceptibilidad. 

Familia Antibiótico Abreviación 

Carabapenémicos 

Imipenem IPM 

Meropenem MEM 

Quinolonas 

Ciprofloxacino CIP 

Levofloxacina LEV 

Cefalosporinas 

Cefuroxima CXM 

Cefotaxima CTX 
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Ceftazidima CAZ 

Aminoglucósidos 

Gentamicina GEN 

Amikacina AMK 

Combinación -lactámico Piperacilina-Tazobactam TZP 

Tetraciclina Tetraciclina TE 

Sulfonamida Cotrimoxazol (Sulfametoxazol + Trimetoprim SXT 

 

 

2.6 Detección fenotípica de la producción de carbapenemasas 

 

 

 

Con el objetivo de detectar fenotípicamente la producción de carbapenemasas 

en las cepas del complejo C. freundii, se empleó el ensayo BlueCarba, el cual es 

un método colorimétrico que permite identificar actividad enzimática mediante el 

cambio de color de la reacción. Este ensayo se llevó a cabo utilizando el protocolo 

adaptado del Laboratorio de Investigación de Agentes Antibacterianos (LIAA), a 

partir de lo establecido por Pires y colaboradores (Pires et al., 2013).  
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2.7 Identificación rápida de las familias de carbapenemasas mediante 

inmunocromatografía. 

 

 

 

Dado que no fue posible confirmar la presencia de genes de carbapenemasa en 

las cepas C22, CIT-58 y CIT-32, se realizó el inmunoensayo NG-Test ® CARBA 

5 (NG Biotech, Francia), una técnica de inmunocromatográfía que permite 

detectar de manera cualitativa y visual la presencia carbapenemasas de las 

familias blaKPC, blaOXA-48, blaNDM y blaIMP (NG Biotech). La prueba se llevó a cabo 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  

 

 

2.8 Detección molecular de carbapenemasas mediante PCR. 

 

 

 

Una vez obtenidos los resultados de la inmunocromatografía, se realizó la 

detección de los genes de carbapenemasas blaKPC, blaNDM y blaVIM para las cepas 
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C22, C23, C24, CIT-107, CIT-79, CIT-73, CIT58, CIT-32 y UDEC039. Los 

partidores utilizados están en la Tabla 1. Brevemente, la PCR se realizó utilizando 

100 ng de ADNg, 0.2 l de cada partidor y 5 l de GoTaq® G2 Green Master Mix, 

en un volumen final de 10 l. La amplificación se realizó en un termociclador 

MiniAMP™ Plus (Thermo Fisher), con parámetros de ciclado basados en 

bibliografía según corresponde (Tabla 1). Como control positivo se utilizaron las 

cepas UCO454, Kpn 2044 y Kpn 2070 para blaKPC, blaNDM y blaVIM 

respectivamente. 

 

 

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 2%. Se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb para estimar el 

tamaño de los productos amplificados (MaestroGen, cat. 02002-500 AccuRuler), 

los cuales se visualizaron mediante un transiluminador UV (UVITEC®, UVIDOC 

H5) 
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2.9 Pruebas de susceptibilidad a tigeciclina y colistín 

 

 

 

Además de los antibiogramas, se determinó la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) para colistín y tigeciclina, mediante la técnica de microdilución en caldo, 

exclusivamente para la cepa CIT-107 debido a su amplio resistoma y la presencia 

del gen mcr-9. La determinación de CMI de colistín se llevó a cabo utilizando el 

kit ComASP™ COLISTINA 0.25-16 µg/mL Liofilchem®, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

 

Con respecto a tigeciclina, la determinación de la CMI se realizó utilizando el 

protocolo adaptado por el Laboratorio de Investigación de Agentes 

Antibacterianos (LIAA). Brevemente, en una microplaca de 96 pocillos se 

agregaron 100 µl de caldo Müller-Hinton (MHB) ajustado en cationes a cada 

pocillo a utilizar. Luego, se agregaron 100 µl de la solución de antibiótico a la 

primera fila. A continuación, se procedió a hacer la microdilución, donde se 

tomaron 100 µl de caldo con antibiótico, para depositarlo en la siguiente fila de 

pocillos. Se tomaron 100 µl de cada fila de pocillos, y se depositaron en la 
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siguiente fila, hasta llegar a la dilución mínima deseada, que corresponde a 

0.0625 µg/mL del antibiótico. Para el inóculo bacteriano utilizado se preparó una 

dilución McFarland al 0.5, y se diluyeron 50 µl en 950 µl de agua destilada. Luego, 

se agregaron 20 µl de inóculo a cada pocillo e incubó la microplaca a 36°C por 

16-20 h. La interpretación de los resultados se realizó utilizando el criterio 

establecido por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) para 

Enterobacterales (https://www.fda.gov/drugs/development-

resources/antibacterial-susceptibility-test-interpretive-criteria). 

 

 

2.10 Secuenciación de genomas completos (whole genome sequencing) 

de las cepas en estudio. 

 

 

 

Para realizar el análisis genómico de las cepas del complejo C. freundii, se realizó 

secuenciación de genoma completo, a las cepas que en su perfil de 

susceptibilidad clasificaron como resistentes a carbapenémicos, mediante la 

plataforma Illumina en la empresa SeqCenter® (Pittsburgh, EE. UU.). Las 

bibliotecas genómicas de las muestras para la plataforma Illumina se prepararon 

https://www.fda.gov/drugs/development-resources/antibacterial-susceptibility-test-interpretive-criteria
https://www.fda.gov/drugs/development-resources/antibacterial-susceptibility-test-interpretive-criteria
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utilizando el kit Illumina DNA Prep y los índices UDI de 10 pb de IDT. La 

secuenciación se llevó a cabo con el sistema Illumina NextSeq 2000, obteniendo 

lecturas de 2x151 pb. La demultiplexación, el control de calidad y el recorte de 

adaptadores se realizaron con bcl-convert (v3.9.3) 

 

 

Los análisis bioinformáticos que se detallan a continuación se realizaron a través 

de la plataforma Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/), la cual es una 

plataforma web que contiene más de 1000 herramientas bioinformáticas para 

llevar a cabo análisis ómicos de libre acceso (The Galaxy Community, 2022). 

 

 

2.11 Ensamble de secuencias de genomas completos de las cepas del 

complejo C. freundii. 

 

 

 

En primer lugar, se analizó la calidad de las secuencias obtenidas, para 

posteriormente generar el ensamble de las secuencias. El análisis de calidad se 



40 
 

realizó utilizando FASTQC (Andrews, 2010), donde se ingresaron los datos 

crudos en formato .fastq. Luego, el ensamble de los genomas se realizó mediante 

Shovill (Galaxy Version 1.1.0) (https://github.com/tseemann/shovill), empleando 

el trimming con la herramienta Trimmomatic, luego el ensamble con los 

algoritmos de SPades y SKESA (Seemann, 2016/2024, y el pulido del ensamble 

con pilon (Bolger et al., 2014; Walker et al., 2014). El ensamble se realizó 

utilizando datos paired-end, en formato .fastq, utilizando los parámetros 

establecidos por default, con una profundidad de 100%, cobertura mínima de 2 y 

se utilizaron valores automáticos (default) tanto para el tamaño de k-mer como 

para el tamaño estimado del genoma. Durante el proceso de ensamblado se 

aplicaron múltiples tamaños de k-mer, con valores entre 31 y 111. Los tamaños 

estimados de genoma se encontraron entre 5.043.386 y 6.156.315 pb. 

 

 

Una vez realizados los ensambles, se emplearon cuatro herramientas para 

evaluar su calidad. En primer lugar, se utilizó QUAST (Galaxy Version 5.3.0), que 

evalúa métricas tales como el N50, y también BUSCO (Galaxy Version 5.8.0), 

que evalúa integridad del ensamble basado en ortólogos universales de copia 

única (Manni et al., 2021; Mikheenko et al., 2018). Además, se emplearon las 

herramientas CheckM taxonomy (Galaxy Version 1.2.3) y FastANI (Galaxy 
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Version 1.3), con el fin de determinar completitud del genoma, contaminación y 

similitud de estos (Jain et al., 2018; Parks et al., 2015). 

 

 

2.12 Identificación bacteriana 

 

 

 

Para establecer la especie y subespecie de las cepas secuenciadas, se 

ingresaron los genomas ya ensamblados al servidor JspeciesWS (Richter et al., 

2016). La identificación fue realizada mediante el análisis taxonómico de las 

secuencias ensambladas, en formato fasta, utilizando los valores de identidad 

mediante secuencias (ANI), lo cual además de establecer la taxonomía, permitió 

evaluar similitud genómica entre las cepas depositadas en la base de datos de 

dicha plataforma. 
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2.13 Anotación de genes 

 

 

 

Una vez ensamblados los genomas, se procedió a la anotación funcional de los 

genes presentes. Para ello, los archivos de ensamblaje en formato fasta fueron 

ingresados en la herramienta Bakta (Galaxy versión 1.9.4), una pipeline 

automatizada para la anotación funcional de genomas bacterianos (Schwengers 

et al., 2021). Cabe destacar, que para la identificación de genes de resistencia a 

antimicrobianos, tiene integrada la herramienta AMRFinderPlus (Galaxy versión 

V3.11_2023-11-15.1), que permite obtener una caracterización precisa de los 

mecanismos de resistencia presentes (Feldgarden et al., 2021).  Los parámetros 

utilizados fueron los establecidos por default, siendo el tamaño mínimo de contig 

de 1 pb. Los archivos de salida obtenidos fueron en formato tsv, gff3, fasta y 

GenBank.  
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2.14 Identificación de genes de resistencia 

 

 

 

Una vez anotados los genes, se procedió a identificar genes de resistencia a 

antibióticos. Para esto se utilizaron los archivos en formato fasta a través de la 

herramienta ABRIcate (Galaxy Version 1.0.1) que permite identificar genes de 

resistencia a antibióticos (Seemann, 2014/2024). La base de datos utilizada fue 

NCBI Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA313047), con un porcentaje 

mínimo de identificación y cobertura de ADN de 80.0 (Feldgarden et al., 2019).   

 

  

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA313047
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3. Determinar la epidemiología molecular de las cepas del 

complejo Citrobacter freundii resistentes a carbapenémicos 

aisladas en hospitales chilenos  

 

 

 

3.1 Determinación de secuenciotipos (STs) 

 

 

 

Con el fin de asignar los secuenciotipos a las cepas, se realizó la técnica de MLST 

(Larsen et al., 2012). Para esto se ingresaron los genomas anotados en la 

plataforma PubMLST, que permitió identificar y comparar los STs de manera 

precisa y efectiva.  
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3.2 Alineamiento del core-genome 

 

 

 

 

Para determinar la epidemiología molecular, es esencial alinear el core-genome, 

con el objetivo de identificar regiones génicas conservadas entre las cepas 

estudiadas (Segerman, 2012). Para esto, en primer lugar, se descargaron 50 

genomas de cepas del complejo C. freundii, además de un genoma de referencia, 

MSB1_1H correspondiente a C. freundii (Tabla S2). Los genomas se 

descargaron de la base de datos BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics 

Resource Center) (Olson et al., 2022). Con respecto a la selección específica de 

los genomas, se consideraron genomas de cepas que pertenezcan al complejo 

C. freundii, que sean aisladas en el continente americano, de genoma completo 

(WGS) de alta calidad, y estar asociados a un hospedero humano. Estos criterios 

se basaron en las opciones de filtrado disponibles en la base de datos genómica 

utilizada para el análisis.   

 

 

El alineamiento se realizó con Roary (Galaxy Version 3.13.0), una herramienta 

diseñada para el análisis de pangenomas bacterianos a partir de archivos de 

anotación genómica en formato .gff3 (Page et al., 2015). Para la construcción del 
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core genome se utilizó un 95% de identidad mínima y un 99% de presencia entre 

cepas. Cabe destacar que el alineamiento de los genes del core se generó con 

herramientas integradas en el flujo de trabajo de Roary, incluyendo MAFFT para 

el alineamiento múltiple, las cuales se ejecutan automáticamente (Katoh & 

Standley, 2013). 

 

 

3.3 Construcción de árbol filogenético 

 

 

 

Una vez alineado el core-genome de las secuencias, se procedió a armar el árbol 

filogenético, siguiendo la metodología de Ilabaca-Carrasco et al. (Ilabaca-

Carrasco et al., 2025). Para esto, utilizando el archivo de alineamiento de genes 

del core, en formato .fasta. En primer lugar, se realizó una búsqueda de 

polimorfismos de nucleótido único (SNPs) con la herramienta FindSNP sites 

(Galaxy versión 2.5.1) lo que permitió identificar variaciones genómicas clave 

entre las cepas, para facilitar el análisis de la relación evolutiva y proporcionar 

mayor resolución en la identificación de clados y patrones epidemiológicos (Page 

et al., 2016).  



47 
 

 

 

Una vez obtenido el archivo con los SNPs, se procedió a construir el árbol con la 

herramienta IQ-Tree (Galaxy v2.4.0) mediante el método de máxima similitud 

(Minh et al., 2020). Dentro de los parámetros se incluyeron parámetros de 

bootstrap, con mil réplicas, mil iteraciones, y también el algoritmo de Shimodaira-

Hasegawa (SH-aLRT) con mil réplicas (Shimodaira & Hasegawa, 1999). La 

visualización y personalización del árbol obtenido se llevó a cabo en iTOL v7 

(Interactive Tree of Life) (https://itol.embl.de/), donde se incluyó la metadata, 

como año de obtención de muestra, país de origen, ST y resistoma de cada cepa 

(Letunic & Bork, 2021).   

 

 

 

 

 

 

 

 

https://itol.embl.de/
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RESULTADOS 

 

 

 

1. Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibióticos e identificar 

los genes de carbapenemasas en cepas del complejo Citrobacter 

freundii aisladas en hospitales de Chile 

 

 

 

1.2 Caracterización microscópica y perfil bioquímico 

 

 

 

Para determinar la pureza de las cepas se realizaron dos técnicas de 

microbiología convencional. De la tinción de Gram, se pudo observar que las 29 

cepas incluidas en este estudio corresponden a cepas Gram negativas, con 

morfología de bacilos y agrupación individual o en pares (fig. 3). 
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Con respecto a la escala bioquímica, de los resultados obtenidos se encontraron 

2 cepas mal identificadas, que corresponden a E. coli y K. oxytoca, y fueron 

descartadas para los siguientes análisis. De las 27 cepas restantes, se destacan 

características tales como lisina descarboxilasa y desaminasa negativa, al igual 

que indol (Koneman, 2006). Por otro lado, los medios TSI y LIA demostraron la 

capacidad de fermentación de sacarosa y lactosa, lo cual está asociado también 

a la producción de gas y de H2S, donde más del 70% de las cepas dieron 

positivas a estas pruebas, tal como se observa en la tabla 3, y está relacionado 

con la capacidad de utilizar estos sustratos como fuente de energía.  

Tabla 3. Características Bioquímicas de cepas del complejo Citrobacter freundii utilizadas en este 
estudio 

Prueba Bioquímica Resultados positivos 

Indol 0/27 

Citrato 17/27 

Lisina descarboxilasa 0/27 

Ornitina descarboxilasa 1/27 

Figura 3. Caracterización microscópica del complejo Citrobacter freundii mediante tinción de 

Gram.  
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Motilidad 17/27 

Lisina desaminasa 0/27 

Urea 20/27 

H2S 25/27 

Gas 26/27 

Lactosa 20/27 

Sacarosa 20/27 

 

Por otro lado, 17 cepas presentaron movilidad en el medio MIO. Así también, 

estas 17 cepas utilizan citrato como única fuente de carbono para su desarrollo, 

lo cual fue visualizado con el medio citrato de Simmons, donde ocurre un cambio 

de color de verde a azul. Finalmente, con respecto al medio urea, más del 70% 

de las cepas producen la enzima ureasa, el cual es un factor de virulencia 

importante para la colonización de los tejidos, lo cual puede favorecer la 

colonización en el estómago o el tracto urinario (Konieczna et al., 2012; Maroncle 

et al., 2006; H. L. T. Mobley, 2001; Steyert & Kaper, 2012). 

 

 

1.3 Relación genética mediante ERIC-PCR 

 

 

Para determinar la clonalidad de las cepas, se llevó a cabo el análisis mediante 

la técnica de ERIC-PCR. Como se observa en la figura 4, se generó un 

dendrograma para analizar los resultados. 
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Figura 4. Análisis de clonalidad mediante ERIC-PCR. La línea denota el 80% de similitud 
genética según el criterio de Tenover (Tenover et al., 1995) 

En el análisis del dendrograma (fig. 4), se consideró un 80% de similitud para 

establecer si las cepas se encuentran genéticamente relacionadas (Rezaei et al., 

2016; Tenover et al., 1995)A partir de este valor, se generaron 5 clústeres que se 

N° cepa 
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encuentran marcados en la figura 4, conformados por 3 y 4 cepas 

respectivamente, las cuales, si bien no son idénticas genéticamente, comparten 

sobre un 80% de similitud. 

 

 

1.4 Perfiles de susceptibilidad antibiótica 

 

 

 

Con el fin de evaluar el perfil de susceptibilidad de las 27 cepas aisladas, se llevó 

a cabo el método de difusión en disco en agar según los estándares del CLSI 

(CLSI, 2024). 

 

 

De los resultados obtenidos (fig 5), en primer lugar, se puede observar que la 

mayoría de las muestras son resistentes a la combinación de -lactámicos (PIP) 

y un inhibidor de -lactamasas (TZP) piperacilina-tazobactam (TZP). En este 

sentido, 20 de las 27 cepas analizadas resultaron resistentes, sugiriendo que las 
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cepas presentan mecanismos de resistencia, principalmente producción de -

lactamasas, permitiendo inactivar la actividad del antibiótico (Tabla S2). 

 

Figura 5. Perfil de susceptibilidad a antibióticos de cepas del complejo Citrobacter freundii. 

Los antibióticos utilizados fueron Piperacilina-tazobactam (TZP), Cefotaxima (CTX), Cefuroxima 

(CXM), Ceftazidima (CAZ), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Gentamicina (GEN), Amikacina 

(AMK) Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina (LEV), Tetraciclina (TE) y Cotrimoxazol (SXT). (n = 27) 

 

Con respecto a las cefalosporinas, se observa mayor susceptibilidad a las 

cefalosporinas de tercera (CTX y CAZ) que de segunda generación (CXM). Este 

hallazgo es consistente con las propiedades farmacológicas de las 

cefalosporinas de tercera generación, las cuales presentan un espectro más 

amplio frente a Enterobacteriaceae, y una mayor estabilidad frente a la hidrólisis 

por -lactamasas (Arumugham VB et al., 2024). Sin embargo, nuestros 
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resultados indican que, al igual que en otros casos reportados (L. Liu et al., 2021; 

Park et al., 2005; Spanu et al., 2002) estas cepas presentan mecanismos más 

efectivos para evadir la acción de estos fármacos.  

 

 

Otro grupo de antibióticos de amplio espectro corresponden a los 

carbapenémicos, tales como IMP y MEM, que actúan incluso en infecciones 

graves causadas por bacterias productoras de -lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) o bacterias Gram negativas  (Gutiérrez-Gutiérrez & Rodríguez-

Baño, 2019; Kaniga et al., 2010; Smith et al., 2024; Son et al., 2018; Vardakas 

et al., 2012). Como se puede observar en la figura 5, 9 cepas presentan 

resistencia a estos antibióticos (tabla S3).  

 

 

Además de los ya mencionados anteriormente, los aminoglucósidos se 

utilizan para tratar infecciones por bacterias Gram negativas, como las 

Enterobacteriaceae, los cuales presentan una actividad bactericida, 

impidiendo la síntesis de proteínas necesarias para crecer y multiplicarse 

(Block & Blanchard, 2024). Los antibióticos utilizados en este trabajo 

corresponden a GEN y AMK, que se utiliza para tratar infecciones por cepas 
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Gram negativas resistentes. De los resultados obtenidos, alrededor del 44% 

de las cepas son resistentes, lo cual sugiere la presencia de mecanismos que 

confieren resistencia a este grupo, como por ejemplo capacidad de 

inactivación de aminoglucósidos, o modificación de la subunidad ribosomal 

30S (Doi et al., 2016).  

 

 

Con respecto a las fluoroquinolonas (CIP y LEV), estas corresponden 

también a antibióticos de amplio espectro, y actúan inhibiendo la replicación 

del ADN, actuando sobre las enzimas girasas (Baggio & Ananda-Rajah, 

2021). De este grupo, se observa una variabilidad en la susceptibilidad, 

siendo alrededor del 50% de las cepas susceptibles, lo cual, si bien no es 

alarmante, al haber cepas resistentes sugiere una limitación en el uso de 

antibióticos que se recetan como primer tratamiento, como es el caso de 

estos. 

 

 

Finalmente, al analizar los resultados obtenidos utilizando TET y SXT, se 

observa que entre el 40-50% de las cepas son resistentes, sugiriendo 

limitaciones en los tratamientos para infecciones por C. freundii. Cabe 

destacar que cotrimoxazol corresponde a una combinación sinérgica de los 
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antibióticos trimetoprim y sulfametoxazol, lo que confiere una eficacia 

terapéutica superior frente a diversas infecciones bacterianas, por lo tanto, la 

detección de cepas resistentes a esta combinación resulta particularmente 

preocupante, ya que compromete una opción antimicrobiana de amplio uso 

clínico (Kemnic & Coleman, 2024). 

 

 

1.5 Prueba Blue Carba para identificación de carbapenemasas  

 

 

 

Una vez realizados los antibiogramas, se procedió a determinar si la resistencia 

a carbapenémicos está asociada a la producción de enzimas de tipo 

carbapenemasas, utilizando la prueba de Blue Carba, la cual es una técnica 

colorimétrica en donde el cambio de color de la solución indica presencia de estas 

enzimas. 
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Tabla 4. Detección de actividad enzimática de carbapenemasas por Blue Carba en 27 cepas del 
complejo C. freundii. 

Resultado N° de cepas 

No produce carbapenemasas 18 

Produce carbapenemasas 9 

 

Como resultado, se observó que 9 cepas son productoras de carbapenemasas 

(tabla 4), lo cual es concordante con los resultados obtenidos de los perfiles de 

susceptibilidad (tabla S3). 

 

 

1.6 Detección rápida de carbapenemasas mediante 

inmunocromatografía 

 

 

 

Debido a que no todas las cepas productoras de carbapenemasas fueron 

secuenciadas, se procedió a determinar la presencia de carbapenemasas 

mediante el inmunoensayo NG-Test® CARBA 5 (NG Biotech Laboratoires, 

Guipry, Francia) el cual es un inmunoensayo cualitativo de flujo lateral para 

detectar y diferenciar las familias de carbapenemasas más prevalentes. 
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Tabla 5. Detección de carbapenemasas mediante NG-test CARBA® 

Cepa 
Tipo de 

carbapenemasa 

C22 NDM 

Cit-58 KPC 

Cit-32 KPC 

 

De los resultados obtenidos (tabla 5), se observa que 2 cepas producen 

carbapenemasas del tipo KPC, mientras que la C22 producen enzimas del tipo 

NDM. Si bien esta prueba no permite identificar la variante específica de la 

enzima, sí permite determinar el tipo de carbapenemasas que produce cada 

cepa, lo cual facilita la elección de las pruebas moleculares complementarias y 

permite orientar el análisis epidemiológico, optimizando el estudio de los 

mecanismos y resistencia presentes. 
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1.7 Detección molecular de carbapenemasas mediante PCR 

 

 

 

Para confirmar la presencia de los genes que codifican para las carbapenemasas 

en las cepas no incluidas en el punto 1.5, se realizó PCR para los grupos de 

carbapenemasas blaKPC, blaNDM y blaVIM, seleccionados en función de los reportes 

preliminares proporcionados por el hospital de origen. Esta detección se aplicó a 

las 9 cepas productoras de carbapenemasas, utilizando los primers detallados en 

la tabla 1. 
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Figura 6. Detección de genes que codifican carbapenemasas mediante PCR convencional 

para blaKPC (A) blaNDM (B) y blaVIM (C). Los productos amplificados se separaron en un gel de 

agarosa al 2%, y fueron visualizados con el sistema de documentación de geles Cambridge 

UVITEC. 

 

Luego de visualizar los geles de agarosa (fig. 6), se puede observar que las cepas 

CIT-79, 73, 58 y 32 portan el gen blaKPC-like, mientras que las C22, C23, C24, CIT-

107 y 039UDEC portan blaNDM-like. Además, se encontró una co-producción de 

C 

B 

A 



61 
 

carbapenemasas en la cepa C24, la cual además portaba un gen de la familia 

blaVIM-like.  

 

 

1.8 Pruebas de susceptibilidad a tigeciclina y colistín 

 

 

 

Considerando que se está trabajando con una cepa multirresistente que 

corresponde a CIT-107, colistín y tigeciclina son algunas alternativas terapéuticas 

(Kagami et al., 2021; Karageorgopoulos et al., 2008; Levin et al., 1999). Por esto, 

se evaluó la CMI para estos dos antibióticos. 

Tabla 6. Determinación de Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) para colistín y tigeciclina 

Antibiótico 

CMI 

(g/ml) 
Susceptibilidad 

Colistín <0.25 S 

Tigeciclina 0.5 S 

CMI: concentración mínima inhibitoria; S: susceptible. 
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De los resultados obtenidos (tabla 6), se observa que la cepa es susceptible para 

ambas alternativas, destacando el potencial como opciones terapéuticas viables 

para infecciones causadas por esta cepa.  

 

 

Una vez finalizadas las actividades experimentales, se procedió a realizar los 

análisis bioinformáticos. Para esto es importante considerar que los controles de 

calidad de las secuencias fueron los adecuados para proceder con el ensamble. 

 

 

1.9 Control de calidad de ensambles de genomas completos de las cepas 

del complejo C. freundii 

 

 

 

Luego de ensamblar las secuencias con Shovill (Galaxy Version 1.1.0) 

(https://github.com/tseemann/shovill) se realizó el control de calidad de los 

ensambles. En primer lugar, se emitieron los reportes de calidad mediante la 

herramienta QUAST (Galaxy Version 5.3.0 ) (Mikheenko et al., 2018)(tabla 7).  
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Al analizar los reportes, se puede observar en primer lugar que la cepa 039UDEC 

contiene un menor número de contigs, lo que sugiere un ensamblaje más 

continuo, a diferencia de CIT-107 y CIT-73, que contienen un mayor número de 

contigs (∼ 180 contigs) (Gurevich et al., 2013; Mikheenko et al., 2018). Por otro 

lado, el tamaño de genoma es similar entre ellas, y además se encuentra dentro 

del rango de tamaño de genoma de C. freundii, que corresponde a 5.2 Mb, a 

excepción de CIT-107. 

Tabla 7. Reporte de calidad de ensambles obtenido con la herramienta QUAST 

Estadísticas C23 C24 CIT-107 CIT-79 CIT-73 CIT-58 CIT-32 039UDEC 

N° contigs 93 136 187 156 187 117 96 64 

Largo total 5364360 5384390 6105324 5167939 5140211 5091207 5125805 5025279 

N50 211705 111833 120972 99614 91331 166832 151106 268272 

N90 48309 30487 20325 30351 20258 33395 40425 55387 

L50 9 17 15 18 18 11 10 5 

L90 27 53 64 55 66 35 34 19 

GC (%) 51.74 51.81 51.51 51.61 51.58 51.66 51.69 51.82 

GC (%): contenido Guanina-Citosina.  

Con respecto a las métricas, los valores de N50 y N90 indican el número mínimo 

de contigs necesarios para cubrir el 50% y el 90% del ensamblaje 

respectivamente (Karam et al., 2022). De los resultados, la cepa UDEC039 

presenta los valores de N50 y N90 más altos, lo cual reafirma un ensamblaje 

continuo en comparación a los otros genomas. Por otro lado, las cepas CIT-32 a 

CIT-107 tienen los valores de N50 o N90 más bajos, lo que sugiere un menor 

tamaño de los contigs, por lo tanto, el ensamble es menos continuo y sugiere una 
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menor calidad. Sumado a esto, se encuentran las métricas L50 y L90, que indican 

el número mínimo de contigs necesarios para cubrir el 50% y el 90% del 

ensamblaje (Karam et al., 2022). Entre los genomas analizados, 039UDEC 

presentó los valores más bajos de L50 y L90, mientras que CIT-107 y CIT-73 

mostraron los valores más altos de L50 y L90 (Tabla 7). 

 

 

En lo que respecta al porcentaje GC, este parámetro permite identificar 

organismos o distinguir entre género y/o especies, ya que constituye una 

característica genómica conservada que varía entre distintos taxones bacterianos 

(Mitchell, 2007). En este sentido, el %GC de los genomas es homogéneo, por lo 

que no hay variaciones que sugieren contaminación en el ensamble. 

 

 

Estos resultados en conjunto permiten inferir que el genoma 039UDEC presenta 

el ensamblaje de mayor calidad en comparación con los demás genomas 

analizados, los cuales exhiben una calidad de ensamblaje baja o intermedia. 
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Además, se evaluó la calidad de ensamble mediante integridad en función de la 

presencia de genes ortólogos conservados, con la herramienta BUSCO (Galaxy 

Version 5.8.0) (Manni et al., 2021) (tabla 8), del cual en primer lugar se observa 

que el número de BUSCOS completos fluctúa entre 437 y 439, lo que sugiere 

que los ensambles son casi completos y contienen la mayoría de los genes 

esperados, los cuales corresponden a 440 (Total BUSCOs). 

Tabla 8. Evaluación de completitud genómica mediante BUSCO 

 C23 C24 CIT-107 CIT-79 CIT-73 CIT-58 CIT-32 039UDEC 

COMPLETE BUSCOS 438 438 439 439 437 438 439 439 

SINGLE-COPY BUSCOS 433 437 438 438 436 437 438 438 

DUPLICATED BUSCOS 5 1 1 1 1 1 1 1 

FRAGMENTED BUSCOS  0 0 0 0 2 1 0 0 

MISSING BUSCOS 2 2 1 1 1 1 1 1 

TOTAL BUSCOS  440 440 440 440 440 440 440 440 

 

En cuanto a los otros parámetros evaluados por BUSCO, C23 presenta 5 genes 

duplicados, lo cual puede asociarse a regiones redundantes. Por otro lado, los 

genes faltantes indican que se encuentran casi todos los genes esenciales, pero 

la ausencia de uno o dos genes genes sugiere que podrían existir pequeñas 

regiones genómicas faltantes, lo que podría tener un impacto en la detección 

precisa de genes de resistencia. Sin embargo, los resultados en general sugieren 

una baja fragmentación y ausencia de genes, lo cual destaca la calidad de los 

ensambles en general. 
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Sumado a esto, se analizó la completitud y contaminación de los genomas, con 

la herramienta CheckM (Galaxy Version 1.2.3) (Parks et al., 2015). De este 

análisis se observó que los 8 genomas presentan una completitud mayor al 99% 

y una contaminación menor a 3%, sugiriendo una alta calidad de los ensambles.  

 

 

A pesar de que los parámetros muestran variaciones considerables entre los 

diferentes análisis, al integrar todos los resultados, sugieren una buena calidad 

general del ensamblaje, lo cual respalda su uso para análisis posteriores (Aguilar-

Bultet & Falquet, 2015; Gurevich et al., 2013). 

 

 

1.10 Identificación bacteriana 

 

 

 

Para confirmar la especie con la que se está trabajando, se llevaron a cabo 

análisis de taxonomía, empleando la búsqueda de tetracorrelación (TCS) en 
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JSpeciesWS (Richter et al., 2016), y el cálculo de identidad de nucléotidos 

promedio (ANI) con la herramienta FastANI (Jain et al., 2018). 

 

 

Los resultados obtenidos de ANI sugieren una alta similitud con el genoma de 

referencia de C. freundii MSB1_1H, con valores de ANI superiores al 98%, lo cual 

indica una alta probabilidad de pertenecer a la misma especie. Con respecto al 

TCS, este refuerza la conclusión anterior, en donde se obtuvo un z-score de 

0.999 en todos los genomas, asignando la taxonomía: Bacteria – 

Pseudomonadota – Gammaproteobacteria - Enterobacterales – 

Enterobacteriaceae. 

 

 

1.11 Anotación de genes 

 

 

Luego de ensamblar y verificar los parámetros de calidad, se procedió con la 

anotación de los genes, en donde se generó una tabla resumen con los 

parámetros claves que dan una idea del contenido funcional de los genomas, la 

cual corresponde a la tabla 9. 
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En primer lugar, los genomas contienen entre 4 y 6 mil secuencias codificantes 

(CDS), que corresponden a genes que codifican proteínas y desempeñan un 

papel crucial, los cuales pueden corresponder a enzimas, proteínas de unión, de 

señalización, entre otros (Furuno et al., 2003) (tabla 9). Como se observa en la 

tabla 9, hay una gran variación entre genomas, lo cual se puede asociar a 

diferencias en el contenido genético de las cepas. Además, se puede observar 

en la tabla, que los genomas no presentan gaps o interrupciones en las 

secuencias, lo cual indica una buena calidad en la secuenciación y continuidad 

de estos. 

 

 

Por otro lado, se encontraron entre 31 y 80 proteínas hipotéticas. Estas 

corresponden a proteínas cuya función no ha sido determinada (Ijaq et al., 2019). 

Considerando que el total de CDS está entre 4 mil y 6 mil, el número de proteínas 

hipotéticas fluctúa entre un 0.5% y 1.6% del total, lo cual es una proporción 

considerablemente baja y estimada para los genomas bacterianos. Junto a esto, 

se encuentra presencia de pseudogenes, los que corresponden a segmentos de 

ADN que han perdido su función debido a mutaciones a lo largo de su evolución 

(Balakirev & Ayala, 2003). De los genomas analizados, se identificaron entre 1 y 

6 pseudogenes, siendo el genoma de CIT-107 el que presentó mayor cantidad. 
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La presencia de estos elementos podría estar asociada a una historia evolutiva 

más diversa o a procesos de adaptación a condiciones ambientales específicas.   

Tabla 9. Anotación funcional de genes con Bakta 

  C23 C24 CIT-107 CIT-79 CIT-73 CIT-58 CIT-32 039UDEC 

tRNAs 83 86 82 65 59 80 92 84 

tmRNAs 1 1 1 1 1 1 1 1 

rRNAs 11 11 8 2 1 12 11 6 

ncRNAs 93 102 110 93 94 103 100 82 

REGIONES ncRNA 60 63 63 56 57 59 57 57 

CDS 5102 5164 6072 4903 4843 4782 4832 4689 

PSEUDOGENES 3 1 6 5 4 3 4 1 

HIPOTETICAS 54 68 80 73 71 60 53 31 

GAPS 0 0 0 0 0 0 0 0 

oriC 5 4 4 3 4 2 3 4 

oriV 0 0 0 0 0 0 0 0 

oriT 2 2 8 3 4 4 4 3 

 

Continuando con la tabla 9, se identificaron distintos tipos de ARNs, los cuales 

permiten comprender la regulación genética, síntesis proteica, traducción, entren 

otros (Waters & Storz, 2009). En este sentido, la cantidad de genes que codifican 

para ARN de transferencia (tRNAs) y ribosomal (rRNAs) varían 

significativamente, lo cual se asocia a una variación en la capacidad para traducir 

y sintetizar proteínas. Con respecto al tmRNA, que corresponde al ARN 

transferente-mensajero, el cual es fundamental para la degradación de mRNAs 

defectuosos (Mehta et al., 2006), los genomas presentan solo 1, lo cual indica 

que todas poseen un gen codificante para este tipo de ARN. En cuanto a los ARN 

no codificantes (ncRNAs y regiones ncRNAs), estos son relevantes para ciertas 

funciones biológicas tales como la regulación génica (Narunsky et al., 2024), en 
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donde a partir del análisis, se identificaron entre 82 y 110 ncRNAs, lo cual destaca 

diferencias con respecto a las funciones regulatorias entre las cepas. 

 

 

Por último, se identificaron distintos tipos de orígenes de replicación (oriV) y 

transferencia (oriT), los cuales son cruciales para la replicación de plásmidos y 

transferencia horizontal de genes entre bacterias (Coupland et al., 1987; Pancu 

et al., 2021). En relación a los resultados, se encontraron entre 2 y 5 oriC (origen 

de replicación cromosomal) y entre 2 a 8 oriTs (origen de transferencia), lo cual, 

si bien es esperable, las bacterias en general contienen un solo oriC (Trojanowski 

et al., 2018). En contraste, los genomas no presentan origen de replicación de 

plásmidos (oriV). 
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1.12 Identificación de genes de resistencia 

 

 

 

Por último, se procedió a identificar los genes de resistencia a antibióticos de los 

genomas ensamblados y anotados. Si bien este trabajo se enfoca en los 

antibióticos carbapenémicos, se puede observar en la tabla 10 que la herramienta 

ABRicate (Seemann, 2014/2024) hace una detección masiva de genes de 

resistencia.  

 

 

En este sentido, se encontraron genes de resistencia a 12 grupos y/o antibióticos, 

tales como -lactámicos (cefalosporinas, carbapenémicos, penicilinas), 

macrólidos, aminoglucósidos, quinolonas, colistín, entre otros (Tabla S4). Estos 

genes codifican proteínas o enzimas involucradas en diversos mecanismos de 

resistencia a antibióticos, donde destacan la inactivación del antibiótico por 

hidrólisis o modificación química, modificación del sitio blanco, bombas de 

expulsión y bypass metabólico (Tabla 10).  
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Tabla 10. Genes de resistencia a antibióticos identificados en complejo Citrobacter freundii 
mediate ABRicate. 

Mecanismo de resistencia Genes Número 

Inactivación 

del antibiótico{ 

Hidrólisis 

β-lactamasas 

blaCMY-48 6 

blaCMY-75 1 

blaCMY-6 2 

blaCMY-65 1 

blaCTX-M-30 2 

blaSHV-12 1 

blaOXA-1 1 

blaOXA-9 2 

blaTEM-1 1 

blaTEM-150 1 

Carbapenemasas 

blaNDM-1 2 

blaNDM-7 1 

blaVIM-2 1 

blaKPC-2 4 

Esterasas ere(A) 1 

Modificación 

química 

Acetiltransferasas 

aac(6')-Ib-cr5 1 

aac(6')-Ib-cr7 2 

aac(6')-IIc 1 

aac(6')-Ib 4 

aac(3)-II 1 

aac(3)-IId 4 

sat2 2 

catb3 1 

type A-9 chloramphenicol 

O-acetyltransferase 
1 

Fosfotransferasas 
mph(A) 3 

mph(E) 1 

Nucleotidiltransferasas 

ANT(3'')-Ia AadA1 3 

ANT(3'')-Ia AadA2 3 

ANT(3'')-Ia aadA16 4 

ADP-

Ribosiltransferasas 

arr-3 5 

variante de NAD(+)--

rifampin ADP-

ribosyltransferase 

1 

Bloqueo de antibiótico bleMBL 3 

Modificación 

sitio blanco 

Metiltransferasas 

erm(B) 1 

arm(A) 1 

rmt(C) 1 

Fosfoetanolamina transferasas mcr9.1 1 

Protección 

sitio blanco 

Protección ribosomal msr(E) 1 

Protección topoisomerasas 
qnrB19 6 

qnrB38 1 

Bombas de expulsión 

tet(A) 1 

tet(D) 1 

tet(G) 1 

FloR R 

Bypass metabólico sul1 5 
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sul2, 1 

dfra1 2 

dfra12 2 

dfra27 4 

 

Con respecto a los mecanismos asociados a la resistencia a carbapenémicos, se 

identificaron 3 carbapenemasas: blaKPC, blaNDM y blaVIM, con las variantes blaKPC-

2, blaVIM-2 y dos de blaNDM que corresponden a blaNDM-1 y blaNDM-7. 

 

 

Si se consideran los resultados experimentales obtenidos (tabla 4-5, fig. 6), lo 

obtenido in silico es concordante, pero existen discrepancias en los hallazgos, 

dado que ciertos genes no fueron identificados con la herramienta ABRicate. Sin 

embargo, al unir los resultados, se puede concluir que 4 cepas portan el gen 

blaKPC-2, 2 cepas portan blaNDM-1, C23 porta blaNDM-7 y C24 presenta una co-

producción de blaNDM-like y blaVIM-2, lo cual recalca la complejidad del problema de 

la resistencia a antibióticos, ya que la diversidad de mecanismos y co-producción 

de carbapenemasas sugiere un desarrollo de múltiples estrategias para evadir el 

efecto de los antibióticos (Doi et al., 2014; Quesille-Villalobos et al., 2024; 

Yamada et al., 2022). 
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2. Determinar la epidemiología molecular de las cepas del complejo 

Citrobacter freundii resistentes a carbapenémicos, aisladas en 

hospitales de Chile 

 

 

 

Posterior a la fase experimental y bioinformática para la identificación de genes 

de resistencia a antibióticos, se procedió finalmente a realizar los análisis para 

determinar la epidemiología molecular mediante la asignación de ST y 

construcción de un árbol filogenético. 

 

 

2.1 Determinación de secuenciotipos (STs) 

 

 

 

En primer lugar, se determinó el ST de los genomas ensamblados en el objetivo 

1. Para esto se utilizó la herramienta pubMLST (https://pubmlst.org/cfreundii), de 

la cual se obtiene un perfil único basado en la combinación de alelos presentes 
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en 7 genes housekeeping analizados (tabla 11). Los genes establecidos 

universalmente para la asignación de STs para cepas de C. freundii están 

involucrados en funciones necesarias para la supervivencia y proliferación. 

Tabla 11. Determinación de ST utilizando el esquema MLST de C. freundii basada en 7 genes 
housekeeping: asp, clpX, fadD, mdh, arcA, dnaG y lysP. 

Cepa ST asp(C) clpX fadD mdh arcA dnaG lysP 

C23 22 15 12 20 15 5 11 17 

C24 661 15 12 20 15 5 11 218 

039UDEC 169 80 10 56 13 7 6 61 

CIT-107 112 26 5 69 15 5 54 17 

CIT-79 22 15 12 20 15 5 11 17 

CIT-73 22 15 12 20 15 5 11 17 

CIT-58 22 15 12 20 15 5 11 17 

CIT-32 22 15 12 20 15 5 11 17 

Como se observa en la tabla 11, las cepas pertenecen a distintos STs, donde 

destaca el ST22. Además, se determinó un ST no descrito anteriormente para C. 

freundii, que corresponde al ST661. 

 

 

2.2 Alineamiento del core-genome 

 

 

 

Para la construcción del árbol filogenético, en primer lugar, se realizó la 

construcción del core-genome. Para esto, se utilizaron los 8 genomas 
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ensamblados previamente, junto con 50 genomas obtenidos de bases de datos, 

y un genoma de referencia, y esto se llevó a cabo empleando la herramienta 

Roary (Galaxy Version 3.13.0) del cual se obtuvo una tabla resumen de 

estadísticas (Page et al., 2015) (Tabla 12). 

Tabla 12. Distribución de genes en el pangenoma de genomas del complejo C. freundii. 

GENES N° 

CORE GENES (99% <= strains <= 100%) 2229 

SOFT CORE GENES (95% <= strains < 99%) 644 

SHELL GENES (15% <= strains < 95%) 3424 

CLOUD GENES (0% <= strains < 15%) 19560 

TOTAL GENES (0% <= strains <= 100%) 25857 

 

De la construcción, se categorizaron 4 grupos de genes, lo cual permite identificar 

cuales están presentes en todas las cepas (core) y los que corresponden a 

grupos específicos de ciertas cepas o fueron adquiridos, y conforman el genoma 

accesorio (shell y cloud). Con respecto al core-genome, este se compone de 

2229 genes, que corresponden a los genes alineados que se emplearon para la 

identificación de SNPs a partir del archivo de salida del alineamiento del core-

genome, empleando la herramienta FindSNPs (Galaxy Version 2.5.1) (Page 

et al., 2016). 
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2.3 Construcción de árbol filogenético 

 

 

 

Luego de identificar los SNPs, se construyó el árbol filogenético con IQ-TREE 

para posteriormente visualizarlo con iTOL (Letunic & Bork, 2021; Minh et al., 

2020). Al igual que los genomas procesados previamente, los genomas 

descargados para la construcción del árbol fueron sometidos al procesamiento 

que abarcó la anotación, asignación de STs e identificación de genes de 

resistencia a antibióticos (Tabla S5-S6).  

 

 

Como se observa en la figura 7, el árbol filogenético revela las relaciones 

evolutivas entre las cepas analizadas, y proporciona una representación clara de 

cómo se relacionan entre sí. Previo al análisis del árbol, se revisaron los 

parámetros estadísticos, donde los valores de los bootstraps, que indican cuán 

confiables son los nodos, presentaron valores de 100, lo que implica un fuerte 

respaldo para la mayoría de los clados (Hoang et al., 2018; Minh et al., 2013).  
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La construcción del árbol permitió también presentar una amplia variedad de 

metadata disponible, lo cual es fundamental para englobar los resultados 

obtenidos. Dentro de estos datos, se encuentra el año, donde se observa que los 

genomas analizados fueron publicados entre los años 2019 y 2023. Si bien el año 

en que se aislaron las muestras no es exacta, permiten relacionar la evolución 

con la adquisición de genes y la diseminación, ya que además se están 

comparando genomas provenientes de 7 países de América, donde en azul se 

remarcan las cepas trabajadas en esta investigación, que corresponden a los 8 

genomas provenientes de Chile.  

 

 

Con respecto a los clados, en el árbol se forma un clúster que está compuesto 

por cepas que corresponden al ST22 (en rojo), junto con la cepa C24, que es 

ST661, las cuales provienen de Chile, Argentina, Colombia y Estados Unidos, 

respectivamente, lo cual sugiere una posible diseminación de esta variante 

genética entre poblaciones. Por otro lado, la cepa C24 difiere de las otras en 

cuanto a su ST.   
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De los genes de resistencia, los genomas utilizados presentan también una gran 

cantidad de genes de resistencia a distintos antibióticos, desde -lactámicos 

hasta colistín, y se destaca que la mayoría de estos portan blaKPC, mientras que 

las cepas más recientes portan metalo--lactamasas. Esto remarca la alta 

prevalencia de cepas productoras de blaKPC, y también sugiere un posible 

aumento reciente en la frecuencia de metalo--lactamasas, principalmente 

blaNDM.  

 

 

En contraste, 2 cepas analizadas en este estudio, que corresponden a las cepas 

CIT-107 y 039UDEC, se encuentran separadas en diferentes clados. 039UDEC 

está agrupada con una proveniente de Colombia en un mismo clúster y 

corresponden al ST169. Con respecto a CIT-107, forma parte de un clado más 

interno y se genera una sola rama. Al comparar los resistomas, se observa que 

la cepa CIT-107 presenta la mayor cantidad de genes de resistencia con respecto 

a los otros genomas, denotando una alta posibilidad de que esa es la razón por 

la cual no se agrupó con otras cepas. 
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Figura 7. Árbol filogenético basado en polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs). El alineamiento se ejecutó en Roary, la 
construcción del árbol el análisis se llevó a cabo por el método de máxima similitud en IQ-Tree, utilizando MSB1_1H como genoma 
de referencia. La visualización se realizó con la herramienta iTOL. 
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DISCUSIÓN 

 

 

 

La resistencia a antibióticos es una de las mayores preocupaciones para la salud 

a nivel mundial, razón por la cual la OMS publica el listado de patógenos 

prioritarios resistentes a antibióticos. Dentro de este, en el grupo crítico destacan 

las Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, orden donde se encuentra 

Citrobacter freundii, especie de la cual se han reportado cepas resistentes a 

carbapenémicas portadoras de carbapenemasas en diversos países del mundo.  

 

 

Como se menciona anteriormente, a la fecha, en nuestro país no hay data 

publicada o reportes sobre C. freundii resistente a carbapenémicos, a pesar de 

su creciente relevancia como patógeno oportunista. Por esta razón los objetivos 

de este trabajo contemplan un análisis microbiológico, molecular y genómico, con 

el fin de aportar información para la vigilancia y manejo clínico de estas.  
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En este estudio, se analizaron 27 cepas del complejo C. freundii provenientes de 

muestras de vigilancia realizada en 13 hospitales de Chile (tabla S1), aisladas 

entre los años 1998 y 2023. Los análisis de ERIC-PCR revelaron patrones de 

agrupamiento, generando 5 clústeres compuestos por 3 a 4 cepas con un nivel 

de similitud genética superior al 80%. Si bien no se consideran clones, estas 

pueden estar relacionadas con un ancestro común, y las modificaciones en los 

patrones de bandas se puede asociar a diferencias genéticas por mutaciones o 

adquisición de elementos genéticos móviles. Cabe destacar que 4 de los 

clústeres generados están compuestos por cepas provenientes de hospitales 

diferenciados que incluso corresponden a distintas regiones del país, y además 

algunas fueron aisladas en años diferentes. Si bien esta técnica no es el “gold 

standard” y tiene menor resolución que otras técnicas para la tipificación, es una 

herramienta útil para proporcionar una base inicial de las relaciones genéticas 

entre las cepas (Ranjbar et al., 2017). En este sentido, los hallazgos son 

relevantes, ya que sugieren una circulación continua, reintroducción de estas o 

incluso la adquisición de genes de resistencia, y también una posible cadena 

epidemiológica compleja que refleja la movilidad y propagación. 

 

 

De las cepas analizadas en este estudio, ocho habían sido reportadas como 

productoras de carbapenemasas, por lo tanto, los perfiles de susceptibilidad 
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obtenidos por antibiograma frente a carbapenémicos son consistentes con los 

informes previos. Por otro lado, el alto porcentaje de cepas resistentes a 

cefalosporinas se puede asociar al uso excesivo de cefalosporinas de segunda y 

tercera generación a lo largo de los años. Sin embargo, la resistencia a IMP y 

MEM es relevante, puesto que las cepas que son resistentes a estos son las 

cepas más actuales (aisladas en 2021-2023), lo cual remarca la presión de 

selección asociada al uso de antibióticos y la adquisición de genes de resistencia.  

 

 

Si bien con el antibiograma se obtiene información relevante sobre el perfil de 

susceptibilidad, lo que interesa para este estudio son los mecanismos de 

resistencia a carbapenémicos, principalmente la producción de carbapenemasas 

(Queenan & Bush, 2007). Por esta razón, se realizaron pruebas colorimétricas y 

moleculares para identificarlas, y se logra observar una concordancia entre los 

resultados obtenidos del antibiograma y Blue Carba, donde las cepas resistentes 

a carbapenémicos fueron carbapenemasa positivas. Si bien esta técnica es poco 

usada debido a menor sensibilidad, su especificidad permite obtener resultados 

confiables.  
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Por otro lado, se realizaron test de cromatografía y PCR convencional para 

finalmente determinar qué gen codificador de esta carbapenemasa porta cada 

cepa, y se encontraron 3 carbapenemasas, de las cuales 2 corresponden a 

metalo--lactamasas: blaVIM y blaNDM, y otra correspondiente a una 

carbapenemasa de clase A, blaKPC. Estos resultados en primer lugar respaldan 

el informe previo recibido, donde se reportaba la producción de estas 

carbapenemasas, y también coinciden con la literatura, donde si bien los estudios 

realizados en Chile no se enfocan en C. freundii, corresponden a investigaciones 

de distintas especies portadoras de este tipo de carbapenemasas, como por 

ejemplo, K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii (Elena et al., 2024, 2024; 

Gálvez-Silva et al., 2024; Opazo-Capurro et al., 2019, 2024; Veloso et al., 2023). 

En Chile, se ha observado que las carbapenemasas de mayor prevalencia 

corresponden a variantes de KPC y VIM, las cuales están circulando en nuestro 

país desde el 2012 (ISP, 2023), y han ido en aumento hasta la actualidad. Por lo 

tanto, este estudio recalca la persistencia de carbapenemasas prevalentes a lo 

largo del tiempo, además de la existencia de patrones de diseminación entre 

especies y la relevante variabilidad de enzimas carbapenemasas circulantes en 

nuestro país. 
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Sumado a esto, las PCR revelaron la co-producción de metalo--lactamasas en 

la cepa C24, lo cual confiere resistencia a un mayor espectro de antibióticos, 

limitando las opciones terapéuticas. Además, facilita la transmisión horizontal de 

genes, por lo que aumenta el riesgo de propagarse, y también implica una mayor 

capacidad de adaptación. Si bien este no es un evento común, en los últimos 

años se han reportado diversas cepas de este tipo, principalmente en el ambiente 

hospitalario (Doi et al., 2014; Yamada et al., 2022).  

 

 

Una vez analizados los resultados del antibiograma, se observó que la cepa CIT-

107 corresponde a una cepa multirresistente (MDR), ya que es resistente a -

lactámicos, combinación de -lactámicos con inhibidor, aminoglucósidos, 

fluoroquinolonas y cotrimoxazol (Magiorakos et al., 2012). Aunque los 

carbapenémicos se consideran como tratamiento de última línea, existen otras 

opciones para casos extremos, que corresponden a tigeciclina y colistín. 

Considerando el perfil de resistencia de esta cepa, se realizó la determinación de 

CMI para ambos. De los resultados obtenidos, la cepa es susceptible a ambos, 

con una CMI menor a 0.5 y 0.25 g/ml respectivamente (tabla 6). En el caso de 

tigeciclina, si se compara la CMI de la cepa con el control, se calcula un aumento 

de 4 veces la CMI, pero sigue siendo susceptible al antibiótico, por lo tanto, la 

cepa se encuentra dentro de los límites de susceptibilidad establecidos. Cabe 
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destacar, que los rangos establecidos por las guías clínicas pueden ser 

modificados, por lo cual siempre es importante monitorear la susceptibilidad. 

 

 

En este estudio, además de técnicas experimentales, se emplearon herramientas 

bioinformáticas para, en primer lugar, identificar los genes de resistencia que 

portan las cepas. Los genomas con los que se llevó a cabo el análisis tienen un 

tamaño de 5-6 Mb aproximadamente. Al comparar con genomas disponibles en 

bases de datos como GenBank, se determina que son de tamaño similar, lo cual 

en primera instancia indica que la secuenciación se llevó a cabo de manera 

correcta y que no hubo presencia de material genético extraño en las muestras 

procesadas. Con respecto al ensamble, los valores de N50 son variados y van 

desde los 99 a 268 Kb, denotando una diferencia en la calidad de ensamble de 

cada genoma, lo cual también se refleja en el número de contigs de cada 

genoma, donde un mayor N50 denota menor fragmentación, por lo que los 

contigs son más largos. Con respecto al %GC, los obtenidos coinciden con los 

de genomas disponibles en bases de datos, y también con el genoma de 

referencia de C. freundii, MSB1_1H. Considerando que los análisis de 

contaminación, fastANI y JspeciesWS dieron resultados positivos, con una 

contaminación menor al 3%, similitud de 98% con el genoma de referencia y un 
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TCS con z-score de 0.999, estos indican una buena calidad de ensamble en 

general. 

 

 

Sin embargo, al identificar los genes de resistencia con ABRicate, hubo genomas 

donde no se lograron encontrar los genes que codifican carbapenemasas, que sí 

fueron determinados con las PCR. Los genomas corresponden a las cepas C24, 

y CIT-32, donde los parámetros de calidad indican una calidad media. Sumado a 

esto, al revisar los resultados de BUSCO, se observa que los genomas presentan 

BUSCOS fragmentados o perdidos. Esto se puede asociar a diversos factores, 

tales como la eliminación de regiones de baja calidad en el proceso de trimming, 

algún error durante el ensamble o incluso un fallo en la secuenciación, ya que, si 

bien la contaminación y completitud de los genomas es adecuado, se plantea la 

posibilidad de que en ese reducido porcentaje se haya producido una pérdida de 

información genética relevante.  En este sentido, las técnicas moleculares 

permitieron corroborar la información obtenida de los análisis bioinformáticos, y 

también obtener información relevante para esta investigación. 
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Con respecto a los genes de resistencia identificados con ABRicate, en primera 

instancia los resultados coinciden con lo observado in vitro referente a las 

carbapenemasas. De los resistomas obtenidos, estos varían entre cada genoma, 

donde estos portan entre 6 a 21 genes asociados a distintos mecanismos de 

resistencia.  En el caso de CIT-107, esta tiene el resistoma más grande, y con el 

antibiograma se categorizó como MDR, por lo cual el resultado es consistente 

con lo previsto.  

 

 

De las carbapenemasas identificadas, estas corresponden a las variantes blaKPC-

2, blaNDM-1, blaNDM-7 y blaVIM-2. Como se menciona anteriormente, estas son 

altamente relevantes, ya que se encuentran entre las carbapenemasas más 

prevalentes no solo en Chile, sino a nivel mundial, principalmente en clínica, 

donde blaKPC-2 es una de las más comunes, mientras que blaNDM-1 y blaNDM-7 se 

asocian con una capacidad de propagación rápida. Con respecto a blaVIM-2, su 

detección remarca la diversidad de mecanismos que se pueden encontrar en 

cepas del complejo C. freundii. Sumado a esto, se encontró una cepa co-

portadora de dos metalo--lactamasas, blaVIM-2 y blaNDM-like, lo cual es poco 

común, puesto que hay más reportes de cepas co-productoras de blaNDM-KPC o 

blaKPC-VIM (Gálvez-Silva et al., 2024; Mojica et al., 2023.; Quesille-Villalobos et al., 

2024). Sin embargo, esta co-producción puede conferir resistencia a la mayoría 
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de los -lactámicos, y si se considera también su alta capacidad de propagación, 

es una posible amenaza para la salud. Por otro lado, cabe destacar que, si bien 

se destaca una diversidad de mecanismos, cada grupo de carbapenemasas 

presenta una capacidad de hidrólisis diferente para los antibióticos, donde, por 

ejemplo, blaKPC tiene capacidad de hidrolizar antibióticos como aztreonam, 

mientras que las MBL no actúan sobre aztreonam ni ácido clavulánico (Queenan 

& Bush, 2007). Además, los fenotipos resistentes requieren combinación de 

mecanismos de resistencia que no son considerados en este estudio, tales como 

la permeabilidad de la membrana externa y la expresión de bombas de eflujo 

(Aurilio et al., 2022), por lo tanto, conocer el tipo de carbapenemasa y variante es 

relevante para la comprensión del comportamiento de las cepas, pero también 

es necesario profundizar en otros mecanismos que contribuyan a la resistencia a 

carbapenémicos y otros -lactámicos. 

 

 

Para realizar el análisis epidemiológico, en primer lugar, se determinaron los STs 

de los genomas. Como se puede observar en la tabla 11, destaca el ST22, el cual 

ha sido descrito previamente por diversos autores, al igual que el ST169 y ST112, 

los cuales han sido reportados en múltiples regiones del mundo, incluyendo 

países de Asia, Europa y África (fig.1) (Biez et al., 2023; Jolivet et al., 2024; 

Lalaoui et al., 2019; Nobrega et al., 2023; Riccobono et al., 2023), donde las 
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cepas portan distintas carbapenemasas, principalmente blaVIM y blaKPC. Tal como 

describe Nobrega y colaboradores en el estudio de epidemiología molecular, 

ST22 circula en casi todo el mundo, excepto Estados Unidos. Considerando que 

en este trabajo el ST22 predomina dentro de los genomas analizados, los análisis 

sugieren una fuerte diseminación global, que además se respalda con los genes 

que portan estos clones, donde al igual que en el estudio, predomina el ST22 con 

blaKPC-2. Cabe destacar, que debido a su alta diseminación global y 

multirresistencia, ST22 se considera un clon de alto riesgo, lo cual, es sumamente 

relevante para esta investigación.  

 

 

Por otro lado, la cepa C24 pertenece al ST661, del cual no hay data publicada 

que describa este ST para este género y especie, lo cual es un hallazgo relevante 

para esta investigación. Sumado a esto, al analizar el árbol filogenético, se 

observa que C24 se encuentra en el clado junto a 5 genomas estudiados en este 

trabajo y genomas provenientes de USA, Colombia y Argentina, que también son 

clon ST22. Considerando que son de STs diferentes, al revisar los alelos de los 

genes housekeeping, se observa que esta cepa difiere solo en el alelo lysP con 

el ST22, lo cual sugiere diversidad alélica que se puede asociar a alguna 

mutación puntual o transferencia horizontal de genes. 
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Con respecto a los otros 2 genomas estudiados, se observan dos situaciones que 

difieren de lo anterior, en donde 039UDEC conforma un clado con otra cepa 

proveniente de Colombia, que si bien fueron obtenidas en años distintos, 

corresponden al mismo ST, pero portan distintas carbapenemasas (blaKPC y 

blaNDM), lo cual si bien remarca una vez más la propagación de estos clones, la 

divergencia en los genes refleja la diseminación de los genes y la capacidad de 

adquisición de estos por transferencia horizontal de genes. Además, la diferencia 

en el origen de estas cepas se puede asociar a las diferencias en el manejo 

clínico en estos países, lo cual lleva a la presión selectiva dependiendo de los 

tratamientos que se utilizan en los establecimientos clínicos, según lo instaurado 

por las entidades correspondientes de cada nación.  

 

 

Por otro lado, se tiene CIT-107 que se encuentra en una rama que surge de un 

nodo más interno. Esta cepa es ST112, y es la única del árbol que corresponde 

a ese ST. Por otra parte, además de portar blaNDM, esta cepa porta el gen mcr9.1, 

un gen móvil de resistencia a colistín, variante descrita en 2019 (Carroll et al., 

2019). De los reportes con respecto a esta variante, se ha observado un aumento 

significativo en la CMI al clonar cepas susceptibles, hecho que no se detectó en 

este estudio. Sin embargo, la relevancia de este hallazgo es la capacidad de las 

cepas de adquirir este gen, ya que se encuentra en plásmidos, y es necesario 
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estudiar la transferencia horizontal de estos genes y el impacto en la CMI (Kieffer 

et al., 2019; Ling et al., 2020). Por otro lado, su posición en el árbol filogenético 

sugiere que proviene de un ancestro común más antiguo, o que ha tenido una 

evolución independiente, lo cual se puede asociar a diversos factores, tales como 

mutaciones puntuales, presión selectiva, transferencia horizontal de genes, entre 

otros.  

 

 

En conjunto, este estudio proporciona una visión detallada sobre la resistencia a 

carbapenémicos en cepas del complejo Citrobacter freundii aisladas en 

hospitales de nuestro país, destacando la prevalencia de carbapenemasas blaKPC 

y blaNDM, basándose en técnicas de microbiología convencional, biología 

molecular y herramientas bioinformáticas, lo cual recalca la importancia de la 

multidisciplinariedad al momento de realizar un estudio epidemiológico. Además, 

este estudio refuerza la importancia de monitorear la evolución de estos 

patógenos, y corresponde al primer reporte enfocado en C. freundii resistente a 

carbapenémicos en nuestro país. 
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CONCLUSIÓN 

 

 

 

Este estudio proporciona una caracterización detallada de las cepas del complejo 

C. freundii aisladas en hospitales de Chile, revelando la presencia de genes de 

carbapenemasas blaKPC, blaNDM y blaVIM, asociadas a una notable diversidad 

genética y patrones de resistencia a múltiples antibióticos, donde los mecanismos 

son complejos, haciendo indispensable la implementación de técnicas 

moleculares y de herramientas bioinformáticas para su identificación. Además, 

este es el primer estudio epidemiológico, donde se identificaron múltiples 

secuenciotipos, destacando el ST22, que ha sido reportado previamente como 

clon de alto riesgo a nivel internacional, y también, mediante la construcción del 

árbol filogenético, se puede observar la relación genética entre cepas aisladas en 

Chile y otros países de América, información crucial para comprender la 

evolución y variabilidad genética asociada a la propagación de genes. Con base 

en estos resultados, se acepta parcialmente la hipótesis planteada. 

 

 

Estos hallazgos subrayan la importancia de la vigilancia epidemiológica para 

monitorizar la diseminación y evolución de las cepas y perfiles de resistencia, lo 
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cual es crucial para mejorar las estrategias de control y vigilancia de infecciones 

hospitalarias.  

 

 

Finalmente, se requieren más investigaciones para analizar en profundidad los 

plásmidos presentes en estas cepas, los genes presentes en ellos y su capacidad 

para ser transferidos, ya que esto es clave para comprender la dinámica de la 

resistencia y la propagación horizontal de genes. Además, los resultados abren 

nuevas perspectivas para futuras investigaciones sobre la epidemiología 

molecular de Citrobacter freundii, destacando la necesidad de continuar 

monitoreando estas cepas para conocer su impacto en la salud pública. 
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ANEXOS 

 

 

  

Tabla S1. Listado de cepas trabajadas en este estudio. 

CEPA MUESTRA AÑO ORIGEN 

C1-98 (159) Pus 1998 HGGB 
C2-98 (130) secreción senos paranasales 1998 HGGB 
C3-98 (127) herida operatoria 1998 HGGB 
C4-00 (218) desgarro 2000 HGGB 

C6-00 (2493) LCR 2000 H. San juan de Dios 
C7-00 (1943970) secreción bronquial 2000 H. U católica 

C8-00 (37) herida 2000 H. Ancud 
C10-00 (8) secreción herida 2000 H. Higueras 

C11-00 (V238) herida operatoria 2000 H. Pto Montt 
C12-00 (V107) Herida operatoria 2000 H. Pto Montt 

C13-03 (10) Deposición 2003 EMSA 
C14-08 (12607233) Colección intrabdominal  H. U católica 
C15-08 (12642904) Sangre  H. U católica 

C16-08 (22) Herida operatoria 2008 H. San Borja 
C17-08 (136301) Aspirado bronquial  H. Sótero del río 

C18-09 (1230) Herida - cirugía 2009 H. Antofagasta 
C19-09 (1233) Herida - cirugía 2009 H. Antofagasta 
C20-08 (503) Orina  H. San Borja 

C21-13 (20857061) Orina 2012 Red salud UC 
C22 NA 2019 H. Regional temuco 

C23 (5748 MICROB-R) Sangre 2019 H. La Florida 
C24 Hisopado rectal 2021 HGGB 

039UDEC Urocultivo 2023 HGGB 
CIT-107 Hisopado rectal 2022 HGGB 
CIT-79 Hisopado rectal 2021 HGGB 
CIT-73 Hisopado rectal 2021 HGGB 
CIT-58 Hisopado rectal 2021 HGGB 
CIT-32 Hisopado rectal 2021 HGGB 

 

Tabla S2. Genomas obtenidos de base de datos Bacterial and viral bioinformatics resource center 

para análisis filogenético. 

NOMBRE GENOMA ESPECIE AÑO PAÍS ACCESO GENBANK 
TAMAÑO 

(MB) 

MSB1_1H C. freundii 2020 Australia GCA_904859905.1 5.2 
014_22 C. freundii 2022 Brasil JAPKJP000000000 4.9 
205_21 C. portucalensis 2017 Brasil JAPKJO000000000 5.1 
CF1140 C. portucalensis 2017 Perú JANHEJ000000000 4.9 

164 C. freundii 2017 Argentina QCWX00000000 4.9 
116_17 C. freundii 2017 Brasil JAPKJQ000000000 4.8 

INF_1336 C. freundii 2017 Argentina JAQPFL000000000 5.1 
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SM_3220 C. freundii 2017 Colombia JAQPCP000000000 5.2 
SM_3222 C. freundii 2017 Colombia JAQPCO000000000 5.3 

C156 C. freundii 2022 Brasil JAACYU000000000 5.3 
INF_1261 C. freundii 2017 Colombia JAQPFN000000000 5.3 
SM_1685 C. freundii 2021 Colombia JAQPDT000000000 5.7 
SM_1681 C. freundii 2021 Colombia JAQPDV000000000 5.7 
SM_2075 C. freundii 2021 Colombia JAQPDO000000000 5.7 
INF_1173 C. freundii 2015 Colombia JAQPFP000000000 5.2 
SM_1683 C. freundii 2015 Colombia JAQPDU000000000 5.3 
INF_1182 C. freundii 2015 Colombia JAQPFO000000000 5.6 

C1-185 C. freundii 2016 Colombia SWFY00000000 5.3 
C2-132 C. freundii 2021 Colombia SWHZ00000000 5.7 
C2-135 C. freundii 2021 Colombia SWHY00000000 5.7 
C2-03 C. freundii 2023 Colombia SWFX00000000 4.8 

2023EL-00951 C. werkmanii 2023 USA JAVRFM000000000 5.6 
LACPHL-BACT-2023-

00027 
C. freundii 2023 USA JAVDMG000000000 5.4 

LACPHL-BACT-2023-
00081 

C. freundii 2017 USA JAVVNU000000000 5.2 

LACPHL-BACT-2024-
00080 

C. freundii 2017 USA JBAKVN000000000 5.5 

2023EL-01209 C. youngae 2015 USA JBDUUG000000000 5.3 
RTP31141ST1_C7_RT

P31141_220114 
C. braakii 2015 USA JBCITX000000000 5.5 

GN-116 C. portucalensis 2015 México JBAJKK000000000 4.9 
K-1 C. freundii 2015 USA JAMXKM000000000 5.6 

BC-3 C. freundii 2016 USA JAMXKO000000000 5.3 
BC-1 C. freundii 2016 USA JAMXKQ000000000 5.3 
BC-2 C. freundii 2017 USA JAMXKP000000000 5.2 
K-2 C. freundii 2017 USA JAMXKN000000000 5.3 

UMB12596 C. freundii 2020 USA JASORD000000000 5.1 
2021EL-00129 C. freundii 2020 USA JAGKLJ000000000 5.4 
2021EL-00126 C. freundii 2020 USA JAGKLM000000000 5.7 
2021EL-00125 C. freundii 2021 USA JAGKLN000000000 5.1 
2020EL-00099 C. freundii 2015 USA JAGKML000000000 5.6 
WUSM_CF_61 C. freundii 2016 USA QIWN00000000 5.1 
1-RC-17-03941 C. freundii 2013 USA QRBL00000000 5.5 

OPGEN76 C. freundii 2015 USA JAGYTK000000000 5.4 
S29_CRE30 C. freundii 2015 USA JAHBNX000000000 5.1 

CB00021 C. cronae 2017 USA JADWNH000000000 5.3 
CB00064 C. braakii 2017 USA JADVIA000000000 5 
CB00054 C. braakii 2021 USA JADVIK000000000 5.2 
CB00022 C. braakii 2021 USA JADVJL000000000 5.5 
CB00019 C. braakii 2020 USA JADVJM000000000 5.2 
CB00002 C. braakii 2022 USA JADVJX000000000 5.1 
CB00009 C. braakii 2023 USA JADVJT000000000 5.1 

D43T1_170807_C10 C. freundii 2017 USA JADPDG000000000 5 
CB00044 C. werkmanii 2023 USA JADVIS000000000 5.3 
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Tabla S3. Resultado de pruebas de susceptibilidad de 27 cepas del complejo C. freundii.   

ATB TZP CTX CXM CAZ IPM MEM CN AK TE CIP LEV SXT 

CEPA Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. Susc. 

C1-98 (159) SDD S I S S S S S I S S S 

C2-98 (130) SDD R R R S S S R S R I R 

C3-98 (127) R S I S S S R R R R R R 

C4-00 (218) R R R I S S S R S S S S 

C6-00 (2493) R R R R S S R I R S S R 

C7-00 (1943970) R S S S S S S S S S S S 

C8-00 (37) R R R R S S R R R R I R 

C10-00 (8) SDD S S S S S S S R S S S 

C11-00 (V238) R S I S S S R R R R R R 

C12-00 (V107) R R R R S S R R R R R R 

C13-03 (10) SDD R I R I S S S S S S S 

C14-08 
(12607233) 

SDD R R I S S R I S S S S 

C15-08 
(12642904) 

S R R R S S S S S S S S 

C16-08 (22) R R R R S I S S S S S S 

C17-08 (136301) R S S S S S S S S S S S 

C18-09 (1230) R S S S S S R R S R R R 

C19-09 (1233) R R R I S S R R I R R R 

C20-08 (503) SDD R R R S S S S S S S S 

C22 R R R R R R R S R R I R 

C23 (5748 
MICROB-R) 

R R R R R R S S R R R R 

C24 R R R R R R R S R R R R 

039UDEC R R R R R R R R S R R R 

CIT-107 R R R R R R R R S R R R 

CIT-79 R R R R R R I I S R S R 

CIT-73 R R R R R R I I S R S R 

CIT-58 R R R R R R I I S R S R 

CIT-32 R R R R R R I I S R S R 
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Tabla S4. Perfil de resistencia de cepas del complejo C. freundii 

ATB GEN N° CEPAS 

CEFALOSPORINAS class C beta-lactamase CMY-48 6 C23 - C24 - CIT-79 - CIT-73 
- CIT-58 - CIT-32 

class A extended-spectrum beta-lactamase CTX-
M-30 

2 C24 - CIT-107 

class A extended-spectrum beta-lactamase SHV-
12 

1 C24 

class C beta-lactamase CMY-75 1 CIT-107 

class C beta-lactamase CMY-6 2 CIT-107 - UDEC039 

class C beta-lactamase CMY-65 1 UDEC039 

oxacillin-hydrolyzing class D beta-lactamase OXA-
1 

1 C23 

CARBAPENEMICOS subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-7 1 C23 

subclass B1 metallo-beta-lactamase VIM-2 1 C24 

subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-1 2 CIT-107 - UDEC039 

carbapenem-hydrolyzing class A beta-lactamase 
KPC-2 

4 CIT-79 - CIT-73 - CIT-58 - 
CIT-32 

 BETA-LACTAMICOS oxacillin-hydrolyzing class D beta-lactamase OXA-
9 

2 C24 - CIT-107 

class A beta-lactamase TEM-150 1 C24 

class A broad-spectrum beta-lactamase TEM-1 1 CIT-107 

SULFONAMIDAS sulfonamide-resistant dihydropteroate synthase 
Sul2 

1 C23 

sulfonamide-resistant dihydropteroate synthase 
Sul1 

5 C24 - CIT-79 - CIT-73 - CIT-
32 - UDEC039 

MACROLIDOS Mph(A) family macrolide 2'-phosphotransferase 3 C23 - C24 - UDEC039 

23S rRNA (adenine(2058)-N(6))-methyltransferase 
Erm(B) 

1 C24 

ABC-F type ribosomal protection protein Msr(E) 1 CIT-107 

Mph(E) family macrolide 2'-phosphotransferase 1 CIT-107 

EreA family erythromycin esterase 1 CIT-107 

TETRACICLINA tetracycline efflux MFS transporter Tet(A) 1 C23 

tetracycline efflux MFS transporter Tet(D) 1 C24 

tetracycline efflux MFS transporter Tet(G) 1 CIT-107 

BLEOMICINA bleomycin binding protein Ble-MBL 3 C23 - CIT-107 - UDEC039 
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AMINOGLUCOSIDOS fluoroquinolone-acetylating aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase AAC(6')-Ib-cr5 

1 C23 

fluoroquinolone-acetylating aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase AAC(6')-Ib-cr7 

2 C24 - CIT-107 

aminoglycoside N-acetyltransferase AAC(6')-IIc 1 CIT-107 

AAC(3)-II family aminoglycoside N-
acetyltransferase 

1 CIT-107 

ArmA family 16S rRNA (guanine(1405)-N(7))-
methyltransferase 

1 CIT-107 

RmtC family 16S rRNA (guanine(1405)-N(7))-
methyltransferase 

1 CIT-107 

AAC(6')-Ib family aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase 

4 CIT-79 - CIT-73 - CIT-58 - 
CIT-32 

aminoglycoside N-acetyltransferase AAC(3)-IId 4 UDEC039 

ANT(3'')-Ia family aminoglycoside 
nucleotidyltransferase AadA1 

3 C23 - C24 - CIT-107 

ANT(3'')-Ia family aminoglycoside 
nucleotidyltransferase AadA2 

3 C24 - CIT-107 - UDEC039 

ANT(3'')-Ia family aminoglycoside 
nucleotidyltransferase AadA16 

4 CIT-79 - CIT-73 - CIT-58 - 
CIT-32 

ESTREPTOTRICINA streptothricin N-acetyltransferase Sat2 2 C24 - CIT-107 

QUINOLONAS/ 
FLUOROQUINOLONAS 

fluoroquinolone-acetylating aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase AAC(6')-Ib-cr5 

1 C23 

fluoroquinolone-acetylating aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase AAC(6')-Ib-cr7 

2 C24 - CIT-107 

quinolone resistance pentapeptide repeat protein 
QnrB19 

6 C24 - CIT-79 - CIT-73 - CIT-
58 - CIT-32 - UDEC039 

quinolone resistance pentapeptide repeat protein 
QnrB38 

1 UDEC039 

TRIMETOPRIM trimethoprim-resistant dihydrofolate reductase 
DfrA1 

2 C23 - CIT-107 

trimethoprim-resistant dihydrofolate reductase 
DfrA12 

2 C24 - UDEC039 

trimethoprim-resistant dihydrofolate reductase 
DfrA27 

4 CIT-79 - CIT-73 - CIT-58 - 
CIT-32 

CLORANFENICOL type B-3 chloramphenicol O-acetyltransferase 
CatB3 

1 C23 

chloramphenicol/florfenicol efflux MFS transporter 
FloR 

1 CIT-107 

type A-9 chloramphenicol O-acetyltransferase 1 CIT-79 
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RIFAMICINA NAD(+)--rifampin ADP-ribosyltransferase Arr-3 5 C23 - CIT-79 - CIT-73 - CIT-
58 - CIT-32 

NAD(+)--rifampin ADP-ribosyltransferase 1 CIT-107 

COLISTIN phosphoethanolamine--lipid A transferase MCR-
9.1 

1 CIT-107 

 

Tabla S5. ST de genomas obtenidos de bv-brc para análisis filogenético 

CEPA ST ASP(C) CLPX FADD MDH ARCA DNAG LYSP 

MSB1_1H 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

014_22 579 aspC(16) clpX(12) fadD(243) mdh(10) arcA(5) dnaG(55) lysP(5) 

205_21 1040 aspC(9) clpX(11) fadD(117) mdh(303) arcA(47) dnaG(66) lysP(310) 

CF1140 129 aspC(7) clpX(6) fadD(76) mdh(45) arcA(3) dnaG(45) lysP(63) 

164 62 aspC(48) clpX(10) fadD(14) mdh(13) arcA(32) dnaG(6) lysP(45) 

116_17 91 aspC(48) clpX(10) fadD(14) mdh(13) arcA(32) dnaG(6) lysP(11) 

INF_1336 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

SM_3220 544 aspC(54) clpX(55) fadD(229) mdh(52) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

SM_3222 544 aspC(54) clpX(55) fadD(229) mdh(52) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

C156 117 aspC(26) clpX(53) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(6) lysP(58) 

INF_1261 535 aspC(51) clpX(53) fadD(228) mdh(15) arcA(5) dnaG(6) lysP(5) 

SM_1685 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

SM_1681 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

SM_2075 535 aspC(51) clpX(53) fadD(228) mdh(15) arcA(5) dnaG(6) lysP(5) 

INF_1173 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

SM_1683 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

INF_1182 415 aspC(151) clpX(14) fadD(33) mdh(29) arcA(18) dnaG(9) lysP(11) 

C1-185 623 aspC(16) clpX(78) fadD(13) mdh(6) arcA(12) dnaG(6) lysP(11) 

C2-132 - aspC(127) clpX(10) fadD(14) mdh(~183) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

C2-135 169 aspC(80) clpX(10) fadD(56) mdh(13) arcA(7) dnaG(6) lysP(61) 

C2-03 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

2023EL-00951 28 aspC(21) clpX(234) fadD(~131) mdh(207) arcA(15) dnaG(86) lysP(21) 

LACPHL-BACT-
2023-00027 

91 aspC(48) clpX(10) fadD(14) mdh(13) arcA(32) dnaG(6) lysP(11) 

LACPHL-BACT-
2023-00081 

22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

LACPHL-BACT-
2024-00080 

396 aspC(16) clpX(12) fadD(70) mdh(15) arcA(88) dnaG(6) lysP(50) 

2023EL-01209 30 aspC(23) clpX(20) fadD(26) mdh(18) arcA(14) dnaG(19) lysP(23) 

RTP31141ST1_C7_
RTP31141_220114 

362 aspC(45) clpX(140) fadD(164) mdh(40) arcA(38) dnaG(119) lysP(42) 

GN-116 - aspC(7) clpX(31) fadD(8) mdh(73) arcA(1) dnaG(1) lysP(6) 

K-1 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

BC-3 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

BC-1 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 
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BC-2 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

K-2 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

UMB12596 8 aspC(5) clpX(5) fadD(7) mdh(6) arcA(5) dnaG(5) lysP(5) 

2021EL-00129 551 aspC(9) clpX(208) fadD(193) mdh(11) arcA(47) dnaG(66) lysP(194) 

2021EL-00126 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

2021EL-00125 22 aspC(15) clpX(12) fadD(20) mdh(15) arcA(5) dnaG(11) lysP(17) 

2020EL-00099 - aspC(16) clpX(177) fadD(13) mdh(54) arcA(7) dnaG(~141) lysP(5) 

WUSM_CF_61 144 aspC(75) clpX(75) fadD(35) mdh(13) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

1-RC-17-03941 314 aspC(28) clpX(12) fadD(7) mdh(107) arcA(5) dnaG(9) lysP(7) 

OpGen76 - aspC(110) clpX(167) fadD(~17) mdh(13) arcA(5) dnaG(54) lysP(5) 

S29_CRE30 511 aspC(93) clpX(26) fadD(13) mdh(183) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

CB00021 31 aspC(24) clpX(18) fadD(27) mdh(21) arcA(11) dnaG(20) lysP(15) 

CB00064 389 aspC(152) clpX(163) fadD(188) mdh(150) arcA(86) dnaG(148) lysP(158) 

CB00054 388 aspC(45) clpX(162) fadD(39) mdh(149) arcA(38) dnaG(40) lysP(157) 

CB00022 244 aspC(106) clpX(44) fadD(111) mdh(40) arcA(30) dnaG(93) lysP(94) 

CB00019 225 aspC(82) clpX(38) fadD(43) mdh(37) arcA(24) dnaG(32) lysP(37) 

CB00002 241 aspC(105) clpX(108) fadD(93) mdh(81) arcA(66) dnaG(97) lysP(109) 

CB00009 244 aspC(106) clpX(44) fadD(111) mdh(40) arcA(30) dnaG(93) lysP(94) 

D43T1_170807_C10 98 aspC(54) clpX(55) fadD(60) mdh(52) arcA(7) dnaG(6) lysP(11) 

CB00044 - aspC(~136) clpX(~91) fadD(~177) mdh(~25) arcA(92) dnaG(171) lysP(~166) 

 

Tabla S6. Genes de resistencia de genomas descargados de bv-brc para análisis filogenético. 

NOMBRE GENOMA GENES DE RESISTENCIA 

MSB1_1H blaCMY-48, aac(6')-If 

014_22 
qnrB35, qnrB1, dfrA14, blaCMY-135, sul1, aadA2, dfrA12, aadA1, blaOXA-1, 

aac(6')-Ib-cr, aph(6)-Id, aph(3'')-Ib, sul2, qnrS1, aph(3')-VI, blaTEM-1, blaOXA-9, 
blaCTX-M-15, tet(A), aac(3)-IIe, blaNDM-1, ble-MBL, mph(A) 

205_21 
tet(A), blaCMY-2, tet(A), aph(3')-VI, blaNDM-1, ble-MBL, dfrA14, aadA1, sul1, 

sul2, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1, aac(6')-Ib-D181Y, 
dfrA25 

CF1140 
mph(A), qnrB13, dfrA12, AADa12, aadA2, slu1, cmlA5, blaOXA-10, blaCMY-86, 

blaOXA-181, qnrS1, sul2 

164 
blaCTX-M-8, blaPER-2, qnrE1, blaTEM-150, blaCMY-150, arr-3, dfrA27, aadA16, 

sul1, qnrB38 

116_17 
qnrB38, blaCMY-150, sul1, aadA2, dfrA12, sul2, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1, 

blaCTX-M-15, qnrS1, aph(3')-VI, blaNDM-1, ble-MBL, mph(A) 

INF_1336 
blaCMY-48, sul2, blaKPC-2, aadA1, sat2_gen, dfrA1, mph(A), aac(6')-Ib-cr5, 

blaOXA-1, catB3, arr-3, aac(3)-Iie, blaTEM-1 

SM_3220 
qnrB38, sul1, qnrB6, sul1, aadA16, dfrA27, arr-3, aac(6')-Ib-D181Y, blaKPC-2, 

blaCMY-109 

SM_3222 qnrB38, blaCMY-109, blaKPC-2, aadA16, dfrA27, arr-3, aac(6')-Ib-D181Y 

C156 
qnrB1, sul2, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1, dfrA14, aac(3)-Iie, blaOXA-1, 

aac(6')-Ib-D181Y, aadA1, catA1, blaCMY-152, blaCTX-M-15 

INF_1261 
blaCTX-M-12, aph(3'')-Ib, aac(3)-IIe, blaKPC-2, aph(6)-Id, aac(6')-Ian, blaCMY-

51, sul1, blaOXA-2, tet(B), mph(A), qnrA7 

SM_1685 
blaKPC-2, blaCMY-48, sul2, aadA1, sat2_gen, dfrA1, aac(3)-Iid, aadA16, dfrA27, 

arr-3, aac(6')-Ib-D181Y, tet(D), mph(A), catA2 
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SM_1681 
blaCMY-48, blaKPC-2, dfrA1, sat2_gen, aadA1, sul1, aadA16, dfrA27, arr-3, 

aac(6')-Ib-D181Y, aac(3)-Iid, sul2, tet(D), mph(A), blaCTX-M-12, catA2 

SM_2075 
blaCTX-M-12, aph(3'')-Ib, aac(3)-Iie, aph(6)-Id, aac(6')-Ian, blaCMY-51, blaOXA-

2, sul1, tet(B), mph(A), qnrA7, blaKPC-2 

INF_1173 
blaCMY-48, blaKPC-2, dfrA1, sat2_gen, aadA1, aac(6')-Ib-D181Y, arr-3, dfrA27, 

aadA16, sul1, aac(3)-Iid, sul2, blaCTX-M-12, tet(D), mph(A), catA2 

SM_1683 
blaSHV-158, blaKPC-3, dfrA1, sat2_gen, aadA1, mph(A), sul1, aadA2, dfrA12, 

tet(D), blaCMY-48, blaTEM-1 

INF_1182 blaCMY-48, sul1, aadA16, blaKPC-2, ant(2'')-Ia 

C1-185 blaCMY-110, qnrB6, blaKPC-2, aadA16, dfrA27, arr-3, aac(6')-Ib-D181Y, sul1 

C2-132 
blaTEM-235, blaOXA-1, aac(6')-Ib-D181Y, blaCTX-M-15, erm(B), aph(6)-Id, 
aph(3'')-Ib, blaCMY-65, qnrB38, ant(2'')-Ia, aadA1, cmlA6, sul1, blaKPC-2, 

aac(3)-Iie, mph(A) 

C2-135 blaKPC-2, blaCMY-165, qnrB38 

C2-03 
dfrA1, sat2_gen, aadA1, blaKPC-2, aac(3)-Iie, qnrB19, aac(6')-Ian, tet(D), sul2, 

sul1, aadA10, aph(6)-Id, aph(3'')-Ib, tet(B), aph(3')-Ia, catA2, blaCMY-48 

2023EL-00951 ble-MBL, blaNDM-5, qnrB69, blaCMY-159 

LACPHL-BACT-
2023-00027 

qnrB38, blaCMY-150, ble-MBL, blaNDM-1, aac(6')-If 

LACPHL-BACT-
2023-00081 

blaCMY-48, mph(A), sul1, blaKPC-2, qnrB2, blaOXA-2, aadA5, ant(2'')-Ia, 
aac(6')-Ib', aadA1, blaOXA-9 

LACPHL-BACT-
2024-00080 

blaCMY-78, fosA7.2, blaKPC-3, aph(3')-Ia, blaTEM-150, mph(A), aac(6')-Ib', 
aadA1, blaOXA-9 

2023EL-01209 
blaKPC-4, aph(3')-Ia, sul1, qnrB2, aac(3)-Ib, sul2, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, tet(D), 

blaCMY-157, dfrA1 
RTP31141ST1_C7_
RTP31141_220114 

blaCMY-70 

GN-116 qnrB3, mcr-10.1, blaCMY-71 

K-1 
catB3, ant(2'')-Ia, msr(E), mph(E), blaKPC-3, blaCARB-2, aadA2, cmlA6, catB11, 

qnrA1, aadA1, sat2_gen, dfrA1, aac(6')-If, blaCMY-116, tet(B), blaCTX-M-39, 
dfrA19 sul1 

BC-3 
dfrA1, sat2_gen, aadA1, sul1, ant(2'')-Ia, catB3, dfrA19, qnrA1, blaCMY-116, 

aac(6')-If, blaCTX-M-39, blaKPC-3, catB11, cmlA6, aadA2, blaCARB-2, tet(B), 
msr(E), mph(E) 

BC-1 aac(6')-If sul1 blaCMY-116 aadA1 sat2_gen dfrA1 tet(B) blaKPC-3 blaCTX-M-39 

BC-2 
blaCMY-116, dfrA1, sat2_gen, aadA1, aac(6')-If, sul1, blaCTX-M-39, tet(B), 

blaKPC-3 

K-2 
msr(E), mph(E), dfrA19, ant(2'')-Ia, catB3, qnrA1, aac(6')-If, catB11, cmlA6, 
aadA2, blaCARB-2, blaKPC-3, blaCMY-116, blaCTX-M-39, tet(B), aadA1, 

sat2_gen, dfrA1, sul1 

UMB12596 
sul1, tet(E), blaCMY-116, aac(3)-Iid, blaTEM-1, aac(6')-Ib-D181Y, arr-3, dfrA27, 

aadA16, qnrB6 

2021EL-00129 
blaKPC-4, blaTM-150, aph(3')-Ia, qnrB9, qnrB2, aac(3)-Ib, dfrA14, sul1, blaCMY-

2E 

2021EL-00126 
blaCMY-48, blaKPC-3, blaFOX-5, catB11, cmlA6, aadA2, blaCARB-2, dfrA19, 

msr(E), mph(E), ant(2'')-Ia, catB3, dfrA1, sat2_gen, aadA1 

2021EL-00125 
blaKPC-3, blaFOX-5, blaCARB-2, aadA2, cmlA6, catB11, dfrA19, msr(E), 

mph(E), ant(2'')-Ia, catB3, sul1, qnrA1, aadA1, sat2_gen, dfrA1, blaCMY-48 

2020EL-00099 
blaCMY-97, dfrA14, sul2, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-150, blaOXA-9, aadA1, 

aac(6')-Ib-AKT, blaKPC-3, tet(A), qnrB1, aac(3)-IIe 

WUSM_CF_61 blaCMY-135, blaSHV-105, ant(2'')-Ia, qnrB38 

1-RC-17-03941 
aac(6')-If, blaCMY-75, blaKPC-2, aphA16, ant(2'')-Ia, sul1, blaOXA-2, blaSHV-14, 

aac(6')-If 

OPGEN76 
blaTEM-1, sul2, sul1, dfrA19, ere(A), arr-269927220, aac(3)-II, aac(6')-Iic, aadA2, 

qnrB2, blaCMY-78, catA2, blaSHV-12, mcr-9.1, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id 
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S29_CRE30 
blaKPC-2, blaTEM-150, blaOXA-9, aadA1, aac(6')-Ib-AGKT, blaTEM-150, 

blaCMY-135, msr(E), mph(E) 

CB00021 blaCMY-159, qnrB11, dfrA15, sul1 

CB00064 aac(6')-If, blaCMY-101 

CB00054 blaCMY-82 

CB00022 blaCMY-100 

CB00019 blaCMY-101 

CB00002 blaCMY-82, qnrB70 

CB00009 blaCMY-100 

D43T1_170807_C10 blaCMY-109, qnrB38 

CB00044 qnrB65, blaCMY-159 

 


