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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa resistentes a
carbapenémicos (PA-RC) representan una amenaza latente, debido a que
inactivan los antibioticos de Ultima linea terapéutica como los carbapenémicos.
Entre los principales mecanismos de resistencia se encuentran las mutaciones
en OprD vy los genes de carbapenemasas (blaive, blakpc, etc.), sin embargo, la
caracterizacion y distribucion de estas mutaciones y alelos en la region adn no
estd bien documentada. Objetivo: Caracterizar gendmicamente aislados
clinicos de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos de secuencias
gendmicas publicadas en Latinoamérica, entre 2000-2024. Metodologia: Se
ensamblaron los genomas a partir de archivos SRA sin procesar obtenidos de
articulos cientificos y se analizaron utilizando archivos fasta descargados de
NCBI. Se identificaron serotipos, genes de resistencia antimicrobiana,
mutaciones y los secuenciotipos mas frecuentes. Resultados: Los mecanismos
de resistencia mas frecuentes fueron mediado por los genes de carbapenemasas
blavim-2 y blakpc-2, l10s cuales estaban asociados con los secuenciotipos ST111
(42.6%) y ST654 (39%), ambos predominantes en Colombia. En contraste, la
mutacion OprD-V359L estuvo presente en el 27% de los casos asociados al
ST233 en Brasil. Conclusion: En Latinoamérica, aproximadamente el 70% de
los casos de resistencia se atribuyen a genes de carbapenemasas, mientras que
las mutaciones en OprD explican el porcentaje restante. Sin embargo, la

determinacion de estas mutaciones esta limitada a laboratorios especializados.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia antimicrobiana,

epidemiologia molecular, resistencia a carbapenémicos.



ABSTRACT

Introduction: Carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa (PA-RC)
infections pose a latent threat due to their ability to inactivate last-line
therapeutic antibiotics, such as carbapenems. The primary mechanisms of
resistance include mutations in OprD and carbapenemase genes (e.g., blaive,
blakpc), but the characterization and distribution of these mutations and alleles
in Latin America remain poorly documented. Objective: To genetically
characterize clinical isolates of carbapenem-resistant P. aeruginosa from
published sequences in Latin America between 2000 and 2024. Methods:
Genomes were assembled from raw SRA files obtained from scientific articles
and analyzed using fasta files downloaded from NCBI. Serotypes,
antimicrobial resistance genes, mutations, and the most frequent sequence types
were identified. Results: The most common resistance mechanisms were
mediated by carbapenemase genes blaviv-2 and blakpc-2, which were associated
with sequence types ST111 (42.6%) and ST654 (39%), both predominant in
Colombia. In contrast, the OprD-V359L mutation was found in 27% of cases
associated with ST233 in Brazil. Conclusion: In Latin America, approximately
70% of resistance cases are attributed to carbapenemase genes, while mutations
in OprD account for the remaining cases. However, the determination of these

mutations is limited to specialized laboratories.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antimicrobial resistance, molecular

epidemiology, carbapenem resistance



INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un bacilo gram negativo y
patdgeno oportunista de relevancia clinica, responsable de bacteriemias,
pielonefritis y neumonia, siendo esta Ultima la mas frecuente en América
Latina, donde representa el 74% de los casos reportados (1,2). P. aeruginosa
posee resistencia innata a un grupo de antibioticos, incluidos los B-lactamicos,
atribuida a su baja permeabilidad, mediada por bombas de flujo, porinas y
produccién de enzimas cefalosporinasa cromosémica tipo AmpC inducible.
Esta capacidad facilita el desarrollo de fenotipos de cepas
“multidrogorresistentes” (PA-MDR), “extremadamente resistentes” (PA-
XDR) y “dificiles de tratar" (PA-DTR) (3-5). Segun el programa Antimicrobial
Testing Leadership and Surveillance (ATLAS), entre 2015 y 2020, América
Latina reportd una prevalencia promedio del 25% de cepas PA-MDR (6). En
2017, esta resistencia caus6 una mortalidad del 8.3%, registrando un total de 33
600 casos de infecciones. Ante este panorama, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha clasificado a P. aeruginosa como "prioridad critica", mientras
que para los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC),

es considerada una “grave amenaza” para la salud publica (7-8).

El tratamiento de primera linea para cepas de PA-MDR suele incluir
carbapenémicos, antibidticos que inhiben las proteinas de union a penicilina
(PBP), esenciales para la sintesis del peptidoglicano (9). Sin embargo, su uso
inadecuado y el abuso de estos farmacos han favorecido la aparicion de cepas
resistentes a carbapenémicos (PA-RC), cuya prevalencia segun el ATLAS es

de hasta un 31% en América Latina entre 2015 y 2020 (6). En Perd, entre 2017



y 2019, las cepas PA-RC representaron el 37% de los casos de P. aeruginosa
(10). Los principales mecanismos de resistencia a los carbapenémicos en esta
bacteria se basan en la produccion de carbapenemasas y la mutacion en el gen
que codifica la porina OprD. Las carbapenemasas, en particular, confieren
resistencia tanto a los carbapenémicos como a las cefalosporinas (11). Segun la
clasificacion de Ambler, estas enzimas se dividen en dos grupos principales: el
tipo A también denominadas serincarbapenemasas como la KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa), que utilizan un residuo de serina en su sitio activo
para hidrolizar los antibidticos. Por otro lado, las carbapenemasas tipo B, o
metalo-B-lactamasas (MBL), como la IMP (Imipenemasa), la VIM (Verona
Imipenemasa) y la NDM (Nueva Delhi Metalo-B-lactamasa), las cuales
requieren zinc para su actividad catalitica y son susceptibles al aztreonam vy al
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (12,13). El primer reporte de blakprc
en P. aeruginosa en América Latina, fue en Colombia en el 2007 y desde el
2014 a 2021 se observo un crecimiento de su prevalencia, pasado de 48.2% a
75%. No fue hasta el 2021 que PerG report6 su primer caso en una muestra de
orina (14-16). En 2020, en Peru, la frecuencia de cepas portadoras de blamme y
blavim fue de 17.7% y 7%, respectivamente, mientras que en Paraguay se
registro un 50% de cepas portadoras de blanom (17). Por otro lado, en Colombia
y Chile, los genes blakrc y blavim han predominado con frecuencias de 50% y
32%, respectivamente. La diseminacidn exitosa de estos genes de resistencia
estd vinculados a elementos genéticos méviles, como los transposones (Tn),
entre los cuales el Tn4401 es el mas estudiado, particularmente su relacion con

blakec2 en enterobacterias (18-20). Actualmente se han reportado ocho



isoformas unicas de Tn4401 (a-h) diferenciadas por las deleciones de pares de
bases en determinados fragmentos, siendo Tn440la y Tn4401b las mas
extendidas en diferentes enterobacterias (21,22). En el caso de P. aeruginosa,

la diseminacion de blakpc se le atribuye a la isoforma Tn4401b (23).

El segundo mecanismo de resistencia a los carbapenémicos implica mutacion
en el gen que codifica la porina OprD, la cual facilita la entrada de imipenem
al interior de la célula (24,25). En China, se ha observado que hasta un 82% de
cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes a imipenem, presentaban
mutaciones en este gen, lo que sugiere su relevancia en distintas localidades
(26). Sin embargo, la deteccion de estas mutaciones en la préactica clinica
rutinaria sigue siendo limitada. Por otro lado, mutaciones en otros sistemas
como Mex y Opr, conducen a perfiles resistentes a meropenem y doripenem,

pero sin afectar la eficacia del imipenem (27).

Antiguamente se usaba la serotipificacion, basada en la distincion de las
cadenas laterales del antigeno “O” y dio lugar al Esquema Internacional de
Tipificacion Antigénica (EITA) (28). Sin embargo, hasta un 20% de los casos
pueden presentar pérdida del antigeno O, es un fenémeno comun en infecciones
cronicas de P. aeruginosa, lo que limita el uso de la seroagrupacion en la parte
clinica y para el rastreo de salud publica (29). Por ello, en la actualidad los
estudios epidemioldgicos emplean la tipificacion de secuencias multilocus
(MLST, por sus siglas en inglés), basada en siete genes de mantenimiento
(acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE), para obtener una comprension
detallada e identificar la distribucions de cepas PA-MDR que circulan a nivel

global. Hasta la fecha, se han identificado més de 3,000 tipos de secuenciotipos



(ST) y 20 serotipos. Entre estos, destacan 10 clonas de secuenciotipos asociados
con brotes epidemioldgicos de alto riesgo a nivel internacional, como ST463,
ST235, ST111y ST357 (30). Entre 2009 y 2018, China reportd una frecuencia
del 66.4% de ST463 en los aislamientos de blakpc-2 (31). En Brasil y Colombia,
el ST235 es el secuenciotipo mas frecuente con un 13.4% y 9% aislado de P.
aeruginosa, respectivamente. En Perd, los ST111 y ST357 predominan, con
frecuencias del 44% y 38.3%, respectivamente (32,33). Estos secuenciotipos
estan asociados con genes especificos de resistencia a carbapenémicos: ST235
con blakpc-2 en Colombia, ST111 con blavp-18 ¥ blavim-2 en Panama, y ST357
con blaivpe-e3 en Pert (11,32,34). Los serotipos mas comunes en 10 paises de
Asia, Europa y EE.UU. son 011, O6 y O1, respectivamente (35). En Uruguay,
el serotipo O11 se ha asociado con un secuenciotipo emergente de alto riesgo,
el ST309 (46). Por otra parte, Espafia reporto que el serotipo O4 en un 85% esta

asociado con el ST125 con muestras PA-MDR (36).

En las Gltimas décadas, la Secuenciacion del Genoma Completo (SGC) ha
demostrado ser una herramienta clave en la vigilancia gendémica de los
mecanismos de resistencia de P. aeruginosa. Esto incluye tanto la resistencia
mediada por mutaciones (resistoma mutacional) como la adquirida por
transferencia horizontal de genes. A diferencia de los diagndsticos tradicionales
en los laboratorios clinicos, que generalmente se limitan a métodos enzimaticos
para la deteccion de resistencia (37). Bajo este contexto, el objetivo de nuestro
estudio pretende caracterizar genomicamente los aislados clinicos de P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos de Latinoameérica utilizando una base

de datos de SGC publicos del “National Center for Biotechnology Information”



(NCBI), con la finalidad de proporcionar informacion que no solo permita
comprender la dinamica de resistencia en el contexto latinoamericano, sino
también a nivel internacional, para contribuir con el desarrollo de estrategias de

resistencia a los antimicrobianos en el &mbito de la salud pablica.



I1.OBJETIVO E HIPOTESIS

A

Objetivo general

Caracterizar gendmicamente los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapenémicos de Latinoamérica desde enero del 2000 hasta abril

del 2024.

Objetivos secundarios

Determinar los genes de resistencia y mutaciones cromosomicas asociadas a la
resistencia a carbapenémicos, secuenciotipos y serotipos en los aislados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa de Latinoamérica, entre enero de 2000 y
abril de 2024

Determinar los patrones geogréaficos relacionados con los secuenciotipos,
serotipos y mecanismos de resistencia a carbapenémicos en los aislados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos en Latinoamérica,
desde enero de 2000 hasta abril de 2024

Determinar las relaciones filogenéticas en aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa resistentes a carbapenémicos en Latinoamérica desde enero del

2000 a abril del 2024.



I1l. MATERIAL Y METODOS

A

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo de tipo transversal.

Poblacion y lugar de estudio

Se emplearon todas las secuencias publicas de genoma completo de PA-RC
descargadas de la base de datos “Sequence Read Archive (SRA)” y “Genome
Browsers” de NCBI. Estas secuencias corresponden a 13 paises
latinoamericanos, entre los cuales se encuentran Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Ecuador, Paraguay, Peru, Venezuela, Nicaragua, Haiti, Costa Rica,
Panama y México. Los SRA se obtuvieron a partir de una revision sistematica
de articulos basada en la guia PRISMA-22 (38), abarcando publicaciones desde
enero del afio 2000 hasta abril del 2024.

Tamafio de muestra

En este estudio, se empled la totalidad de las secuencias publicas de genoma
completo de aislados clinicos PA-RC. De un total inicial de 35,573 secuencias
de NCBI y 648 reads de articulos cientificos, se excluyeron duplicados, asi
como los que no presentaban genes 0 mutaciones asociadas a la resistencia a
carbapenémicos o que no cumplian con una cobertura superior al 90% y una
identidad de especie menor al 97%. Finalmente, se analizaron 478 secuencias,
cuyos detalles se presentan en el flujograma de STROBE (Figura 1).
Procedimientos

Busqueda y seleccion de articulos cientificos

Para llevar a cabo la busqueda sistematizada de articulos con secuencias

publicadas de PA-RC en paises latinoamericanos, se siguieron los criterios



propuestos por Arksey, O’Malley y Levac et al. y las directrices para revisiones
sistematicas y metanalisis (PRISMA-P) (38). Asegurando la transparencia en
la revision, desde la busqueda y seleccion de articulos hasta la evaluacion y
sintesis de la evidencia, presentando de manera clara la informacion y
minimizando los posibles sesgos de seleccion (39).

1. Primera fase: Se definio la pregunta de investigacion y se establecio los
criterios de inclusion/exclusion segun los objetivos propuestos.

2. Segunda fase: Se empled una revision exhaustiva en buscadores como
PubMed, LILACS y SciELO. En PubMed y LILACS, se utilizaron los
términos MeSH: ((Pseudomonas aeruginosa) AND ((resistance) OR
(carbapenems)) AND ((genome) OR (sequencing) OR (WGS))). Y,
finalmente para la basqueda en SciELO, se emplearon los términos “P.
aeruginosa”, “resistance” y “carbapenems”.

3. Tercera fase: Se revisaron los titulos, resimenes y metodologia de los
articulos, seleccionandolos segun nuestros criterios de inclusién definidos.

4. Cuarta fase: Se recopil6 los datos mas relevantes de los estudios.

5. Quinta fase: Se analiz0 y sintetiz6 los resultados obtenidos.

Criterios de inclusion

- Articulos que utilizaran como parte de su metodologia la técnica de
secuenciamiento del genoma completo.

- Los genomas publicados de P. aeruginosa deben provenir Gnicamente de
articulos de los paises de la region de Latinoamérica.

Criterios de exclusion

- Avrticulos de revision y cartas al editor.



- Atrticulos que no se encuentren dentro del periodo 2000-2024.
b. Busqueda de secuencias gendémicas en bases de datos
Se obtuvo las secuencias genomicas completas de todas las publicaciones
disponibles en el sistema de deteccion de patogenos “lsolates Browser” de

NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates/), a través de un filtro

de basqueda con los siguientes parametros: ("Pseudomonas aeruginosa™) AND
epi_type: (“clinical™) AND host: ("Homo sapiens™) AND geo_loc_name:
("PARAGUAY" "ARGENTINA" "COLOMBIA" "BRAZIL" "CHILE"
"PERU" "MEXICO" "ECUADOR" "HAITI" "VENEZUELA" "COSTA
RICA" "PANAMA" "EL SALVADOR").

c. Descarga de lecturas y secuencias de genomas publicados
Las secuencias gendmicas disponibles en Isolates Browser fueron descargadas
en formato FASTA, junto con los metadatos (pais de origen y la fecha de
aislamiento) correspondientes en formato csv. Para obtener las lecturas (reads)
sin ensamblar, se llevé a cabo una busqueda de los BioProjects reportados en
los articulos seleccionados, lo que facilitd el acceso a las secuencias
almacenadas en las bases de datos del NCBI y del “European Nucleotide
Archive” (ENA).

d. Ensamblaje de Reads de Articulos cientificos
Los reads de Illumina se descargaron en formato FASTQ divididos en R1
(forward) y R2 (reverse) utilizando la herramienta “Fasterq-dump” del paquete
“SRAtolkin”. Las lecturas crudas pasaron por un control de calidad con FastQC

v0.12.1 (https://github.com/s-andrews/FastQC). Se recortaron los adaptadores

y descartaron las lecturas con valores de calidad inferiores a Q>30 (equivalente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates/
https://github.com/s-andrews/FastQC

f.

a 1 error por cada 1.000pb) mediante el uso de Fastp v0.23.4

(https://github.com/OpenGene/fastp). Finalmente, se realizo el ensamblaje de

novo utilizando la herramienta SPAdes v3.15.2

(https://github.com/ablab/spades) con los pardmetros predeterminados para

obtener los genomas en formato FASTA. Por otra parte, a los FASTQ de
MinlON y GridlION se les eliminaron los adaptadores con el uso de la
herramienta Porechop adapter trimmer v0.2.4, las cuales se ensamblaron de
novo mediante Flye v2.9.5.

Control de calidad de las secuencias

Se seleccionaron unicamente aquellas secuencias que tuvieran un tamafio de
6.5 a 7 MB, excluyendo aquellas con valores de contig menores a 150 pb
(fragmentadas) o potencialmente contaminadas. Se confirmd la identidad de la
especie para aquellos FASTA con una ldentidad Promedio de Nucleo6tidos

(ANI, por sus siglas en inglés) (https://github.com/althonos/pyorthoani)

superior al 97%.
Anélisis bioinformatico.
Los genes de resistencia y las mutaciones puntuales fueron identificados

mediante AMRFinder v3.12.8 (https://github.com/nchi/amr), con una cobertura

e identidad superior al 90%. Para la identificacion de los serotipos, se empled

Pasty v2.0.0 (https://github.com/lus/pasty). Y se determiné los secuenciotipos

utilizando la herramienta MLST v2.23.0 (https://qgithub.com/topics/mist).

Para la construccion del arbol filogenético, se empled la herramienta Parsnps
v2.0, basada en la diferencia de SNPs, utilizando como referencia el genoma

PAO1 (NC _002516.2, https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002516).
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Los core-genomas alineados se exportaron en formato NWK. Finalmente, la
filogenia obtenida se visualizd y anoté mediante la herramienta iTOL

(https://itol.embl.de/).

. Aspectos éticos

No se utilizd informaciéon de pacientes, debido a que solo se accedid a
secuencias de genomas completos disponibles en bases de datos publicas.
Durante la ejecucion del estudio se cumpli6 de manera estricta las
recomendaciones realizadas por la Direccién Universitaria de Asuntos
Regulatorios de la Investigacion (DUARI).

. Plan de analisis

Las variables categoricas se resumieron en términos de frecuencias y
proporciones. La diversidad clonal se calculé utilizando el indice de Simpson,
mediante el paquete Vegan 2.6. Las tablas y andlisis fueron generados con el

software R Studio 4.4.

11
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IV. RESULTADOS
Se identificaron un total de 35,573 secuencias de genomas completos de P.
aeruginosa en el repositorio de NBCI, de las cuéles 407 cumplieron con
nuestros criterios de inclusion y exclusiéon. Adicionalmente, se realizé una
busqueda bibliografica en PubMed (n=210), LILACS (n=28) y SciELO (n=16),
recopilando un total de 252 articulos, de los cuales 15 fueron seleccionados
segun los criterios PRISMA. A partir de estos se obtuvieron 173 archivos
FASTQ en formato SRA de los cuéles al realizar el ensamblaje de novo y control
de calidad exhaustivo, se tuvo como resultado la incorporacién de 71
secuencias para el andlisis (Figura 1). EIl andlisis final incluy6 en total 478
genomas de P. aeruginosa provenientes de 13 paises latinoamericanos. La
mayor representacion correspondio a Chile (25%), Brasil (24%) y Colombia
(22%), mientras que en menor proporcién se encontraron genomas
provenientes de Paraguay (3.3%), Per( (3%), Venezuela (1.3%), entre otros

paises.

El mecanismo de resistencia predominante fue de tipo enzimatico,
representando el 55.5% de los genomas analizados. Dentro de este grupo,
blavim-iike fue el mas frecuente, detectado en el 37.8% de los aislamientos, con
la variante alélica blaviv-> presente en un 90.4% los casos, y asociada
principalmente al clon ST111 (42.6%). En segundo lugar, se observo la
presencia de blakpc.-iike, donde el subtipo blakpc-2 predomino en el 93.2% de los
aislamientos, vinculado mayoritariamente al ST654 (39.1%); y con una
distribucion geografica destacada en Colombia (43.0%) y Chile (35.2%), en

registros comprendidos desde el 2016 al 2024. Por su parte, el gen blaimp-iike Se
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encontrd relacionado con el ST446 (45.5%), mostrando una mayor prevalencia
en Brasil (60%) y Pert (18.2%). El gen blaspw-iike S€ detecto exclusivamente en
Brasil (7.3%) con una predominancia del ST277 en un 96.4% de los aislados,
evidenciandose sin diversidad segun el indice de simpson. Los aislados
portadores de blaces.ike Se identificaron entre 2017 y 2024, con una mayor
frecuencia en México (53.8%) y Brasil (38.5%). Finalmente, el gen de
resistencia a carbapenémicos blanowm-1 fue el menos comun (2.9%), reportado a

partir del afio 2020 (Tabla N° 1).

La mutacién en OprD, responsable de la resistencia a carbapenémicos no
enzimatica, fue la mas frecuente, detectada en el 84.8% de los casos por
predomind de la sustitucion aminoacidica OprD (V359L) (66.7%), reportada
desde 2014 en Brasil (21.1%), Chile (14.6%) y Colombia (14.6%), y asociada
mayormente al serotipo 06 (36.2%). Se detectaron mutaciones en la proteina 3
transportadora de penicilina (PBP3 o Ftsl), mayoritariamente vinculadas a los

clones ST111 (20.6%), ST2731 (14.7%) y ST253 (11.8%) (Tabla N° 2).

El patron mas frecuente identificado fue ST111-012-blavim-iike, representando
el 11.7% de los genomas analizados en los paises de Colombia y Chile
reportado en el 2022. Ademas, se detectdé un patrén asociado a mutaciones
resistente a carbapenémicos (ST235, O11, OprD), que represento el 9.5% de

las secuencias y predominé en Colombia (Tabla N° 3).

Se identificd una alta prevalencia del gen blakec-iike en Colombia, Chile, Brasil
y Argentina, siendo Brasil el principal productor del gen blaspm-like. Las

mutaciones asociadas a OprD representaron aproximadamente un tercio de los
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mecanismos de resistencia a carbapenémicos en los paises estudiados, con
excepcion de Perd. Ademas, Paraguay y Colombia muestran la mayor

frecuencia de produccion de carbapenemasas dobles (Figura 1).

El anlisis filogenético revelo la presencia de dos clados principales. El primero
incluyé los clones ST235, ST446 y ST308, portadores de los genes blavim-like,
blakpc-iike Y blaivp-ike, asi como las mutaciones en MexZ y Ftsl. El segundo
clado se distribuy6 equilibradamente entre mutaciones y genes de resistencia a
carbapenémicos. Se subdividié en dos subclados: uno monofilético y otro
polifilético. Este Gltimo contenia como subclados principales al ST654 y
ST111, ubicados distalmente. Se observo que el ST654 y ST111, forman parte

de un mismo subclado, compartiendo caracteristicas similares.
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V. DISCUSION

El analisis de 478 genomas de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos revelo
una amplia distribucion global de genes de resistencia (principalmente blakpc-
like) Y clones de alto riesgo. En Latinoamerica, los cinco linajes predominantes
fueron los ST654 (13.2%), ST111 (12.8%), ST235 (9.4%), ST277 (6.5%) y
ST446 (5.7%), los cudles se encuentran clasificados entre los diez clonas de
alto riesgo a nivel mundial, debido a sus prolongados periodos de colonizacion,
diseminacion en enfermedades cronicas y elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad (40). En particular el ST111, segun el ensayo clinico MagicBullet,
donde representa el 20.7% de 53 aislados clinicos en Grecia, Italia y Espafia
(41). Este linaje ha sido descrito como resistente a multiples medicamentos
(MDR), atribuible a mecanismos genéticos como mutaciones puntuales en las
topoisomerasas (gyrA_T83ly parC_S87L), integracion de elementos genéticos
moviles (transposon Tn21, integrén In59), genes de resistencia antimicrobiana
(blavim-2). Un hallazgo critico es la modificacion antigénica en este clon,
caracterizada por la transicion del serotipo O4 a 012 (42). Este fendmeno de
adaptacion genética no es aislado, se ha evidenciado en la transicion similar del
serotipo O3 a 012, reforzando el vinculo entre el serotipo O12 incrementa
significativamente la letalidad en modelos murinos Mantel-Cox; (p < 0.001)

(43).

Nuestro estudi6 identificé el patrén ST111-012-blavim-iike €n el 11.7% en los
genomas analizados (2015-2024), consolidando su estatus como un patrén de

preocupacion regional. El cual se ha observado en 103 aislados clinicos de P.

15



aeruginosa obtenidos de hospitales de Croacia en el 2014, de las cudles,
alrededor del 15.5% fueron catalogadas como cepas multidrogorresistentes
(MDR) (44). En particular, la clona ST111 portadora del gen blaviv se ha
reportado en aislados clinicos en Colombia con un 35.5% (Tabla N° 1), cuya
concentracion inhibitoria minima (CIM) fue superior a 64 pg/ml para
meropenem y 128 pg/ml para imipenem, valores que exceden los puntos de

corte de resistencia establecidos por la CLSI (45).

Nuestros resultados identificaron a blakpc-iike, COMO €l segundo determinante
genético de carbapenamasas mas prevalente a nivel latinoamericano (34.5%),
con focos epidemiolégicos en Colombia (43%) y Chile (35%), una tendencia
que contrasta con su distribucion a global. Aunque KPC es un marcador clasico
en K. pneumoniae, su presencia en P. aeruginosa es menos frecuente, lo que
subraya su emergencia preocupante en la region (47). Este gen, descrito por
primera vez en los Estados Unidos en 1996 (48), ha experimentado una
dispersion internacional en Latinoamérica y Asia, mientras que en Europa y
Africa se han reportado sélo casos esporadicos. La rapida diseminacion de
blakec se ha atribuido en gran medida con elementos genéticos moviles, en
particular el transposon Tn4401 (familia Tn3) que histéricamente ha sido su
principal vector (49), pero estudios recientes revelan un papel igualmente
critico en elementos no-Tn4401 (NTEkec). A nivel global, se ha reportado que
aproximadamente el 26% de los casos de blakpc estdn asociados a NTEkec,
mientras que el 22% se encuentran dentro del Tn4401 (23). Esta dualidad de
mecanismos de movilizacion podria explicar el éxito adaptativo de KPC en P.

aeruginosa. En un escenario plausible, la coexistencia de P. aeruginosa y
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Enterobacteriaceae en ecosistemas microbianos hospitalarios (como
dispositivos médicos, sala de UCI) podrian actuar como puntos clave en la

recombinacion genética, facilitando la transferencia horizontal de blakec.

Nuestro estudio reveld que el 39% de los aislados portadores de blakpc-like
estuvieron asociados al ST654, clon predominante en Colombia (43%) y Chile
(35%) con registros documentados desde 2016. Este hallazgo contrasta con los
resultados de un estudio realizado en un hospital de Zhejiang (China, 2006-
2018), dénde el ST463 (68.9%) portaba el gen blakpc-2 en el 33% de 143
aislados clinicos (50). Los aislados portadores de blakpc-2 mostraron valores de
CIMso hasta 16 veces mayores frente a carbapenémicos en comparaciéon con
aquellos aislados que no portaban este gen. En Per(, en el afio 2021 la presencia
de P. aeruginosa portadora de blakpc fue reportada por primera vez mediante
PCR convencional (15). A pesar de ello, nuestro analisis genémico no detectd
este gen en aislados peruanos, a pesar de su proximidad geografica a focos
activos en Colombia y Chile (Figura 2). Esta discrepancia podria explicarse
por la falta de vigilancia gendmica activa en el pais de P. aeruginosa, para

explorar la dinamica temporal de este gen.

Sorprendentemente en Espafia se documentaron cuatro casos de una nueva
clona recombinante de P. aeruginosa portadora de los genes blakpc-2 0 blakpc-
35, junto a blaime-16, €N pacientes con leucemia provenientes de Per( (51). Estos
hallazgos reflejan la necesidad urgente de implementar estrategias de mapeo

gendémico que permitan visualizar y armonizar protocolos diagnosticos que
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integren el secuenciamiento del genoma completo, y datos clinicos para

comparar la complejidad evolutiva de la resistencia a carbapenémicos.

Nuestro estudio identifico el genotipo blakpc.iike/blavim-ike €n un 4.1% de los
aislados estudiados (n=478), observandose principalmente en cepas
provenientes de Nicaragua y Colombia (Figura 2). Este hallazgo coincide con
reportes previos que documentaron la co-expresion de estos genes, inicialmente
en Colombia desde 2012 vy, posteriormente, en Chile en 2014 (52-55). Es
importante destacar que la presencia dual de blavim-2 y blakpc-2 Se encontrd con
mayor frecuencia en K. pneumoniae en comparacion con P. aeruginosa (59).
Esta diferencia podria atribuirse a las distintas capacidades de estas especies
para adquirir y diseminar genes de resistencia, posiblemente debido a factores
como la incompatibilidad de plasmidos y las limitaciones intrinsecas de P.

aeruginosa para incorporar genes como blaxec.

La evidencia sugiere que la emergencia de K. pneumoniae co-productora de
VIM-1y KPC-2 podria haber ocurrié mediante la adquisicién de un plasmido
portador del gen blakpc. El analisis del contenido plasmidico reveld la presencia
de plasmidos de aproximadamente 100 kb en los aislados co-productores de
KPC-2, asi como en una cepa productora exclusivamente de KPC-2. Este
hallazgo respalda la hipétesis de que la transferencia horizontal de plasmidos
desempefia un papel crucial en la diseminacion de estos genes de resistencia,
evidenciando un mecanismo evolutivo que facilita la propagacién de la
resistencia a carbapenémicos en la poblacién bacteriana (56). Este fendmeno es

relevante para entender la dindmica molecular de la resistencia y las posibles
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estrategias de control en entornos hospitalarios y comunitarios. Sin embargo,
dado que actualmente no hay una herramienta equivalente para cubrir de forma
exhaustiva los replicones de P. aeruginosa como PlasmidFinder para las demas
enterobacterias, su ausencia limita la confirmacion directa de estos mecanismos

en esta especie en los estudios epidemiologicos.

Este patron contrasta con lo observado en la region asiatica, donde en India e
Irdn se documentaron combinaciones de blavim y blanom, con una prevalencia
del 14% (n=22) y 7.7% (n=26), respectivamente, a través de métodos
fenotipicos y técnicas moleculares como PCR multiplex (57,58). Aungue las
combinaciones de carbapenemasas varian significativamente entre las distintas
regiones, el fendbmeno de coproduccidn de estas enzimas de resistencia esta en
expansion a nivel global, lo que plantea un desafio clinico continuo para el
tratamiento de infecciones multidrogorresistentes. En relacion con las opciones
terapéuticas, aztreonam/avibactam se identific6 como el farmaco mas efectivo
para el tratamiento de las infecciones causadas por estas enterobacterias
productoras de carbapenemasas dobles, mostrando valores de CIMso / CIMgo
de <0,25/0,5 mg/L, de acuerdo con lo reportado por Blanco-Martin et al. (59)
Sin embargo, a pesar de su eficacia, la disponibilidad de aztreonam/avibactam
sigue siendo limitada en varias regiones de América Latina, lo que restringe su
acceso para el tratamiento adecuado de estas infecciones resistentes. Esta falta
de acceso a tratamientos innovadores pone de manifiesto la necesidad urgente
de mejorar la infraestructura sanitaria en la region, asi como de promover
politicas de acceso a medicamentos esenciales para enfrentar la creciente

amenaza de la resistencia antimicrobiana.
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A diferencia de la diseminacion regional de cepas de P. aeruginosa portadoras
de blavim, blaive y blanpwm, la variante blaspm-1 se ha restringido exclusivamente
a Brasil desde su primer reporte en 1997 (60), donde representa el 21% de las
cepas asociados al clon ST277 (Figura 1). Aunque se ha identificado el gen
blaspm-1 €n muestras ambientales como aguas residuales y heces de aves
migratorias, su diseminacion efectiva fuera de Brasil permanece limitada,
probablemente debido a barreras ecoldgicas o genéticas especificas del clon
ST277 que restringen la transferencia horizontal del gen a otras especies
bacterianas, tal cual se ha evidencia en estudios in vitro de Escherichia coli
(61-63). En Chile, se report6 un caso de blaspm-1 mediante PCR (64), lo que
evidencia las dificultades diagndsticas en laboratorios clinicos convencionales
en la regién, debido a la falta de disponibilidad y accesibilidad de técnicas

moleculares.

De acuerdo a los valores de epidemiolégico de corte (ECOFF) establecido por
el Comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST), P. aeruginosa presentan naturalmente un CIM < 4 pg/mL para
ceftazidima, <2 pg/mL para imipenem, y < 1 pg/mL para meropenem (37). Sin
embargo, la disrupcion de la porina OprD, una de las principales vias de entrada
a carbapenémicos, altera drasticamente este perfil. La pérdida o mutacion en la
porina OprD dificultad la entrada de carbapenémicos a la célula bacteriana,
siendo la principal causa de resistencia a imipenem y en menor medida a
meropenem (65), las cudles también estan asociadas a la susceptibilidad a
cefalosporinas de cuarta generacion (66). A nivel global, los aislados clinicos

de CR-PA con mutaciones en OprD presentan un 89% de probabilidad de
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exhibir valores de CIM a meropenem (>32 ug/mL) en comparacion de aquellos
sin mutaciones (68%) (67). Las mutaciones en OprD detectadas mediante qRT-
PCR evidenciaron una disminucion en la susceptibilidad de por lo menos un
carbapenémico, con resistencia a imipenem (CIM de 8 a 16 pg/mL),
susceptibilidad variable a meropenem (solo un 20% susceptible con CIM < 2

ug/mL) y sensibilidad a ceftazidima (CIM < 8 pug/mL) (68).

En Brasil, el 21% de las cepas PA-RC con mutaciones en OprD, identificadas
en el 43.3% de los casos estuvieron asociadas al ST233, destacando la
sustitucion aminoacidica OprD (V359L). En contraste, en Japdn y Corea se ha
evidenciado una mayor frecuencia de mutaciones inserciones/deleciones
(IN/DEL) en OprD, con un 84% (n=382) y 72% (n=155), respectivamente (69—
70). En Espafia, el 59% presentaban codones de terminacién prematura en
OprD, principalmente en la mutacion OprD_Q142stop donde se encontro
aislados del linaje clonal ST175 (71), mientras que, en China, las sustituciones

T103S y F170L eran mas frecuente en el 33% de las muestras (72).

Esto puede dificultar la deteccion fenotipica rutinaria en el laboratorio,
limitando la capacidad del tecn6logo médico para diferenciar entre ambos
mecanismos de resistencia. Cuando una cepa adquiere resistencia por mutacion,
presenta un fenotipo resistente a carbapenémicos, pero sensible a
cefalosporinas; en cambio, si el mecanismo es de origen enzimatico, la cepa
muestra resistencia tanto a carbapenémicos como a cefalosporinas. Sin
embargo, una identificacién incorrecta de estos mecanismos, especialmente

cuando se diagnostican errbneamente como de origen enzimatico, puede
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comprometer la eficacia del tratamiento, y pone en riesgo la salud publica
(Anexo 1). Ademaés, mutaciones en otros sistemas, como los flujos Mex y Opr,
generan perfiles de resistencia especificos a meropenem y doripenem sin
afectar la eficacia del imipenem (27). El uso inadecuado de antibiéticos no solo
seria ineficaz frente a cepas con resistencia por mutacion, sino que también
favoreceria la seleccion y propagacion de variantes mas resistentes,

complicando ain mas el manejo clinico de la infeccién.

Por ello, los resultados de nuestro estudio destacan la importancia de
caracterizar la diversidad gendémica y los patrones de resistencia en aislados
clinicos de P. aeruginosa en Latinoamérica con la finalidad de implementar
estrategias de vigilancia genémica regional para detectar clonas de alto riesgo
y genes de resistencia de alta prevalencia, lo cual es esencial para orientar
politicas o guias estandarizadas donde se detalle la correlacion entre métodos
fenotipicos y genotipicos que mitiguen el impacto de la resistencia
antimicrobiana en la salud publica, especialmente en contextos de recursos
limitados dénde las infecciones por P. aeruginosa representen una amenaza

significativa.

LIMITACIONES

Este estudio se restringe a los genomas disponibles en la base de datos de NCBI,
por lo que nuestros resultados no se generalizan a toda la poblacion
latinoamericana. Sin embargo, la validez interna se mantiene, ofreciendo una
caracterizacion basal sobre la situacion epidemiologica molecular en los

aislados clinicos de P. aeruginosa de nuestra poblacion.
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Las secuencias de Illumina, al ser de lectura corta, no permiten la
circularizacion del cromosoma bacteriano ni de los plasmidos, lo que impide
analizar el entorno genético. No obstante, esto no afectd la deteccion de genes
de resistencia 0 mutaciones, ya que se utilizd programas y bases de datos

actualizadas.

La ausencia de informacion clinica asociada a cada secuencia limita la
capacidad de evaluar otros andlisis, no obstante, esto no afecta la validez de
nuestros hallazgos, dado que el objetivo se centré en proporcionar una vision
panoramica de la epidemiologia molecular y su potencial impacto en la salud

humana, independientemente de las caracteristicas clinicas individuales.

La busqueda de secuencias dentro del periodo establecido, reveld afios con
ausencia de publicaciones, lo cual pudo haber afectado la representacion de los
clones predominantes en la region, asi como la estimacion de la resistencia a
carbapenémicos asociadas a determinantes genéticos, como mutaciones o genes
de resistencia mediados por plasmidos. Esta discontinuidad podria reflejar
factores como la vigilancia epidemioldgica insuficiente, la presion selectiva

variable o la dindmica de transferencia horizontal de genes en la region.
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VI. CONCLUSIONES

La caracterizacion genomica de aislados clinicos de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos en Latinoamérica revel6 una alta prevalencia de mecanismos
enzimaticos, seguido de mutaciones cromosdmicas, con mayor representacion

en Chile, Colombia y Brasil con reportes obtenidos desde el afio 2014.

Se evidencid que las mutaciones de tipo OprD por la sustitucion aminoacidica
(\V359L) estuvieron presente en cerca del 50% de aislados clinicos analizados
gendémicamente, mientras que los genes blavim-iike Y blakpc-iike, €n un 30.5% y

27.8%, respectivamente.

Se identificd que uno de los patrones mas relevantes fue el ST111-0O12-blaviw-
like, €NcONtrado en hasta un 11.7% de los casos en paises como Colombia y

Chile.

De acuerdo al analisis filogenético realizado, se agruparon las secuencias en
dos clados principales. El clado principal agrup6 los secuenciotipos ST654,
ST111y ST277, los cuéles se distribuyeron principalmente en Chile, Colombia

y Brasil, respectivamente.
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de Pseudomonas aeruginosa que presentaron resistencia a carbapenémicos
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Figura N° 2: Identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos y secuenciotipos segun su distribucion en Latinoamérica.
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Figura N° 3: Filogenia de PA-RC en Latinoamérica, segun secuenciotipos, paises, mutaciones y genes de resistencia a carbapenémicos.
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Tabla N° 1: Frecuenciay porcentajes de mecanismo resistencia a carbapenémicos de tipo enzimatico en aislados de Pseudomonas aeruginosa

a nivel de Latinoamérica.

Tipo

N° total de
aislados (%)

N° variantes (>15%)

NUmero de STs

(STs con aislados >15%)

Serotipos con
aislados >15%

NuUmero de paises
(>10% aislados)

indice de
Simpson

Reportes por
afio (>20%)

blavim-iike

blakpc.iike

blaimp-ike

blaspm-like

blaces-iike

blanom-like

146(30.5)

133(27.8)

55(11.5)

28(5.9)

13(2.7)

11(2.3)

132(b|av|M.2 X 904)

124(blaxpc.2; 93.2)

26 (b|a|Mp.1; 473),
9 (bla”\/n:.lg ; 164)

27(b|aspM.1 ; 96.4)

5 (b'aGEs.s; 38.5),
6 (b|aGEs.zo ; 46.2)

11(blanpm-1 ; 100)

60 (ST111;42.6)

50 (ST654; 39.1),
31 (ST235; 24.2)

25 (ST446; 45.5)

27 (ST277; 96.4)

6 (ST309; 46.2),
2 (ST446; 15.4)

7 (ST274; 63.6),
3 (ST654; 27.3)

57 (012; 40.4)
24 (011; 17)
26 (06; 18.4)

46 (011; 35.9)
50 (04; 39.1)

35 (011; 63.6)
12 (06; 21.8)

21 (05; 75)
7 (02; 25)

10 (011; 76.9)
2 (010; 15.4)

7 (03; 63.6%),
3 (04; 27.3)

50 (Colombia; 35.5),
48 (Chile; 34)

55 (Colombia; 43.0),
45 (Chile; 35.2),
20 (Brasil; 15.6)

33 (Brasil; 60.0),

10 (Pert; 18.2),
8 (México; 14.5)

28 (Brasil; 100)

7 (México; 53.8),
5 (Brasil; 38.5)

7 (Paraguay; 63.6),
3 (Chile; 27.3)

0.98

0.99

0.97

0.91

0.90

2015 - 2024
60 (2022; 42.6),
44 (2024; 31.2)

2016 - 2024
63 (2022; 49.2),
33 (2023; 25.8)

2019 - 2024
29 (2024; 52.7),
14 (2022; 25.5)

2016 - 2023
6 (2016; 21.4),
8 (2018; 28.6)

2017 - 2024
3 (2018; 23.1),
3(2022; 23.1)

2020 - 2024
7 (2022; 63.6)
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Tabla N° 2: Frecuencia y porcentajes de mecanismo resistencia a carbapenémicos de tipo mutaciones en aislados de Pseudomonas

aeruginosa a nivel de Latinoamérica.

Mutaciones (> 15%)

NUmero de STs
(STs con aislados >7%)

Serotipos con
aislados >20%

NUmero de paises
(>10% aislados)

indice de
Simpson

Reportes por
afio (>20%o)

Mutaciones N* total de
aislados (%0)
OprD 207 (43.3)
Ftsl 34(7.0)
MexZ 3(0.6)

138 (OprDV359L; 66.7)

22 (FtsIR504C;; 64.7)

2 (MexZQ134STOP; 66.7),
1 (MexZQ95STOP; 33.3)

14 (ST233; 7.6)
17 (ST274; 9.2)

7 (ST111; 20.6),
5 (ST2731; 14.7),
4 (ST253;11.8)

2 (ST309; 66.7),
1 (ST1249; 33.3)

39 (Brasil; 21.1),
27 (Chile; 14.6),
27 (Colombia 14.6),
26 (México; 14.1)

67 (06; 36.2)

10 (Colombia; 29.4),

10(010; 29.4) 10 (Ecuador; 29.4),

8 (06; 23.5) 6 (México; 17.6)
2 (011; 66.7) 2 (Chile; 66.7),
1(010; 33.3) 1 (Colombia; 33.3)

0.90

0.70

0.09

2014-2024
67 (2022; 36.2),
41 (2023; 22.2)

2022-2024
12 (2022; 35.3),
18 (2023; 52.9)

2020-2024

1 (2020; 33.3),
1(2022; 33.3),
1 (2024; 33.3)
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Tabla N° 3: Distribucion de los patrones mas frecuentes segun el secuenciotipo, pais, gen o mutacion de resistencia a carbapenémicos en

aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa en Latinoamérica.

. Patrén o o o o .
Mecanismo ST / Serotipo / Gen o mutacion N° de casos (%0) Afio N° de casos por pais
Colombia (n=28),
ST111 — 012 -blavim-iike 56 (11.7) 2015-2024 .
Chile (n=19)
L ST654 — O4 — blakpc.ike 49 (10.3) 2021-2024 Chile (n=44)
Enzimatico
ST235 — 011 — blakpc.ike 31 (6.5) 2016-2021 Colombia (n=114)
ST111 — 012 — blakpc-iike 13(2.7) 2022 Colombia (n=102)
ST235-011-OprD 45 (9.5) 2016-2024 Colombia (n=29)
Mutaciones ST233 - 06— OprD 14 (3.0) 2020-2024 Brasil (n=10)
ST274 - 03 - OprD 17 (3.2) 2022-2024 Paraguay (n=10)

42



ANEXOS

Anexo N° 1: Perfil fenotipico de acuerdo a los mecanismos de resistencia de P.

aeruginosa

Figura N° 4. Espectro antimicrobiano esperado para combinaciones clasicas y
nuevas de B-lactamicos y P-lactdmicos-inhibidores de PB-lactamasa contra los
mecanismos de resistencia mas relevantes de PA cuando estan presentes solos en

cepas clinicas

Antibiotic AmpC T | MexABT | OprD- | AmpC 0- | OXA | ESBL | CarbA | CarbA | CarbB | iron
toop* ESBL Mut* transp.

Piperacillin/tazobactam

Ceftazidime

Cefepime

Aztreonam

Imipenem

Meropenem

Ceftolozane/tazobactam

Ceftazidime/avibactam

Meropenem/vaborbactam

Imipenem/relebactam

Cefiderocol

Aztreonam/avibactam

Cefepime/zidebactam

Cefepime/taniborbactam

S: completamente susceptible

r: susceptibilidad reducida

R: resistencia clinica

Otras combinaciones segin mecanismo y mutaciones: S/r o r/R

Figura referenciada del Grupo de Estudio Europeo para la Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos se la Sociedad Europea de Microbiologia
Clinica y Enfermedades Infecciosas (73).



