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1. RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos es una amenaza seria para la salud publica, factores
como el mal uso de antibidticos, la evolucion espontdnea y la transmision de genes
resistentes contribuyen significativamente a este problema. Staphylococcus aureus
multirresistente, que posee el gen MecA asociado a la resistencia a meticilina, es una
preocupacion mundial, asi mismo, esta bacteria posee otro gen de resistencia conocido
como blaZ, que esta relacionado con la resistencia a la bencilpenicilina. En Ecuador, las
infecciones por S. aureus tienen una alta tasa de mortalidad, especialmente en cuidados
intensivos y quiréfanos. La filogendmica es esencial para comprender las relaciones
evolutivas entre organismos y sus genes, y estudios demuestran que los genes MecA y
blaZ han experimentado mutaciones, algunas de las cuales afectan su conservacion,
también, indica como la evolucion de genes de resistencia en S. aureus, tiene patrones de
transferencia lateral y vertical de genes. Como parte del planteamiento del problema se
destaca la falta de estudios filogendomicos basados en la secuenciacion de ADN de cepas
de Staphylococcus aureus presentes en pacientes de hospitales o centros médicos en
Ecuador. Por tal motivo, se propone un proyecto de investigacion que utiliza secuencias
de genomas que poseen genes de resistencia como MecA y blaZ, obtenidas de pacientes
en Ecuador, para compararlas con secuencias de todo el mundo.

En relacion con la parte metodologica, se llevd a cabo una preparacion exhaustiva de
datos que incluyd la busqueda, seleccion y comparacion de secuencias de genes de
resistencia en S. aureus, seguida de alineamientos multiples de secuencias y la
construccion del arbol filogenémico para analizar la evolucion de estas cepas en
diferentes regiones del mundo.

El estudio se enfocO en analizar los genes MecA y blaZ en Staphylococcus aureus,

utilizando datos de secuencias de diferentes regiones del mundo. Tras la preparacion de



datos, se llevaron a cabo busquedas BLAST y alineamientos multiples de secuencias con
MAFFT y Clustal W. Se construy6 un arbol filogendmico, el cual expuso la conservacion
de los genes y su distribucion geografica, esto permitié discutir la posible transferencia
horizontal de genes, la influencia de factores como la presion selectiva y el intercambio
genético, y se compararon los resultados con investigaciones previas.

Los resultados indicaron una distribucion global del gen MecA, sugiriendo transferencias
horizontales frecuentes, mientras que el gen blaZ mostrd agrupaciones especificas. La
conservacion de nucleotidos en ambos genes reveld baja variabilidad genética. Ademas,
se identificaron patrones geograficos en la filogenia.

En conjunto, estos hallazgos proporcionan una comprension general de la evolucion de
los genes de resistencia en S. aureus.

2. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en una de las principales amenazas
urgentes para la salud publica, lo que genera serios problemas para la prevencién y el
tratamiento exitosos de enfermedades persistentes. A pesar de las diferentes acciones
tomadas en las ultimas décadas para abordar este problema, las tendencias de la
resistencia a los antimicrobianos global no muestran signos de desaceleracion. El mal uso
y el uso excesivo de diferentes agentes antibacterianos, asi como en la industria agricola,
la evolucion espontanea, la mutacion de las bacterias y la transmision de genes resistentes
a través de la transferencia horizontal de genes contribuyen significativamente a la
resistencia a los antimicrobianos. Muchos estudios han demostrado las desastrosas
consecuencias financieras de este problema, incluidos los costos de atencion médica
extremadamente altos debido al aumento de los ingresos hospitalarios y el uso de

medicamentos (Dadgostar, 2019).



Staphylococcus aureus multirresistente es una de las principales preocupaciones a nivel
mundial. El gen MecA es responsable de la resistencia a meticilina junto con sus proteinas
reguladoras que estan incrustadas dentro del elemento genético movil tinico llamado
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) (John et al., 2019a).En cambio, la
resistencia a la bencilpenicilina es producida principalmente por el gen blaZ que codifica
la produccion de beta-lactamasas, que destruyen hidroliticamente a los beta-lactamicos
(Godini & Fallahi, 2019).

Los estafilococos multirresistentes como Staphylococcus aureus, representan un grave
problema para la salud humana porque en la mayoria de los casos tratar las enfermedades
producidas por estos patdgenos con antibidticos es complejo por la resistencia que se ha
originado en contra de estos medicamentos. El mecanismo mas importante de resistencia
a la penicilina es la creacion de betalactamasa que inactiva la penicilina por hidrolisis de
su anillo betalactdmico. Otro mecanismo estd asociado con la proteina de union a
penicilina 2a (PBP2a), codificada por MecA. Ademas, un distinto gen implicado en la
resistencia a la penicilina en estafilococos es blaZ, que codifica para la B-lactamasa
(Duran et al., 2012). Genes resistentes codificados a partir de diferentes tipos y subtipos
de elementos SCCmec altamente variantes y otras regiones no SCCmec; son la razéon
principal detras de la rapida adaptacion de S. aureus a diferentes ambientes (John et al.,
2019b).

Hasta el momento, se conoce que en Ecuador la incidencia de infecciones ocasionadas
por S. aureus genera una alta tasa de mortalidad a comparacion con otros paises cercanos
como Colombia, Perti o Brasil. El patogeno S. aureus tiene la capacidad de colonizar
diferentes zonas del cuerpo humano, por consiguiente, en un estudio realizado en un
hospital de la ciudad de Quito, Ecuador, se demostr6 que la tasa de infecciones

ocasionadas por este patogeno es de 1,03 x 1000 pacientes que fueron atendidos en ese



hospital, especialmente en el servicio de Cuidados Intensivos y Quirdfano, lo que
aumenta la mortalidad en los pacientes (Cordova et al., 2021).

Normalmente se cree que el problema de la resistencia a los antimicrobianos por parte de
los patogenos, como S. aureus, se considera asociado unicamente con el uso excesivo o
indebido de antibidticos en humanos. Sin embargo, la mayoria de las resistencias a los
antimicrobianos se cree que probablemente sean casos de resistencia adquirida, a través
de la transferencia lateral de genes de resistencia (Aminov & Mackie, 2007). Esto permite
plantear una pregunta ; Es posible entender la evolucion y origen (historia) de la presencia
del gen MecA y gen blaZ en S. aureus presente en una zona geografica determinada, en
este caso en el Ecuador, con la ayuda del analisis filogenético? La importancia del analisis
filogenético se aplica no solamente a los organismos que albergan los genes, sino también
a la historia evolutiva de los propios genes (Soltis & Soltis, 2003).

Se conoce que la filogenética es el estudio de la relacion evolutiva entre grupos de
organismos (Roy et al., 2014). En consecuencia, la seleccion natural se ha convertido en
un tema importante para los bidlogos moleculares, bioquimicos y virologos porque esto
les permite comprender las funciones de los nuevos genes mediante un estudio de los
patrones de ubicaciones, estructura y expresiones (Long et al., 2013). Algunos estudios
que utilizan enfoques filogenéticos/filogendmicos han identificado varios genes bajo
seleccion positiva, especialmente genes involucrados en interacciones huésped-
patogeno. Entonces podemos decir que la informacién sobre las secuencias de
proteinas/nucledtidos de los organismos ancestrales es importante para identificar las
sustituciones criticas que han causado algin cambio importante (Gotesson et al., 2007).
La posicion relativa de los nucleotidos dentro de un mismo gen se ha visto alterada por
la insercion y eliminacion de tramos de ADN a lo largo del tiempo. Los analisis

genomicos deben basarse en comparaciones entre bases en sitios que coincidieron en un



antecesor comun, por consiguiente, la alineacién de secuencias de ADN es un requisito
previo para practicamente todos los analisis gendmicos comparativos, incluida la
identificacion de motivos de secuencia conservados, la estimacion de la divergencia
evolutiva entre secuencias y la inferencia de relaciones histdricas entre genes (Kumar &
Filipski, 2007).

Para la construccion de arboles filogenéticos/filogendmicos se consideran varios
métodos, uno de ellos es el de maxima verosimilitud, el cual se considera un método
bastante conocido para la construccion de arboles evolutivos. Este método se basa evaluar
la probabilidad de un arbol hipotético para predecir las relaciones de las entidades de
interés. Este modelo nos informa sobre todos los eventos evolutivos (observables o en
secuencias ancestrales) que han ocurrido a lo largo de todo el arbol. Los modelos de
sustituciones y reemplazos de nucledtidos son muy importantes en el método de
verosimilitud (Godini & Fallahi, 2019).

El ADN es una molécula dindmica y adaptable, por lo que las secuencias de nucledtidos
que se encuentra en €l estan sujetas a cambios como el resultado de un fenomeno llamado
mutacion. Hay que resaltar, que dependiendo de cémo o bajo que circunstancias ocurre
la mutacién estd puede resultar en algunos casos utiles o inofensivas, pero en otros,
altamente perjudicial(Heather & Chain, 2016). En los resultados del alineamiento
multiple de secuencias de los genes MecA y blaZ, se observd que las cadenas ADN de
nucleétidos sufrieron algunas mutaciones por los cambios de nucle6tidos observados, por
ende, esto se vio reflejado en el porcentaje de conservacion.

Una mutacion es un cambio en la secuencia de nucledtidos de una region corta de un
genoma, y los resultados fenotipicos pueden variar segun la gravedad y la ubicacion de
la mutacion. Las mutaciones pueden deberse a errores durante la replicacion del ADN o

ser inducidas por la exposicion a sustancias quimicas y radiacion. Las mutaciones



espontaneas ocurren a una tasa de 1 en 10”5 a 1078 y favorecen a la variacion aleatoria

de la poblacion. Dado que las bacterias son haploides en la mayoria de sus genes y tienen

un recambio generacional corto, la variacion fenotipica debida a mutaciones puntuales

puede ocurrir con relativa rapidez. Los resultados de las mutaciones pueden ocasionar

cambios en las caracteristicas estructurales o de las colonias o pérdida de sensibilidad a

los antibioticos (Watford & Warrington, 2019). Algunas posibles consecuencias de las

mutaciones son las siguientes:

e Mutantes resistentes: pueden resistir el estrés de la exposicion a moléculas

inhibidoras o antibidticos secundarios a una mutacion adquirida (Watford &
Warrington, 2019).

Los mutantes reguladores tienen alteraciones en secuencias reguladoras como las
regiones promotoras (Watford & Warrington, 2019).

Mutantes constitutivos: expresan continuamente genes que normalmente se

activan y desactivan como en los operones (Watford & Warrington, 2019).

Como es de conocimiento, los genes MecA y blaZ, son los causantes de la resistencia a

los antibidticos y estos actian a través de una variedad de mecanismos (Watford &

Warrington, 2019):

1.

2.

Inhibidores de la sintesis de ADN.
Inhibidores de la sintesis de proteinas
Inhibidores de la sintesis de la pared celular.
Inhibidores de la sintesis de ARN
Inhibidores de la sintesis de 4cido micdlico.

Inhibidores de la sintesis de acido folico.



Cuando un antibiotico pierde la capacidad de matar o controlar el crecimiento bacteriano,
se produce resistencia a los antibidticos. Esto puede ocurrir de dos maneras (Watford &
Warrington, 2019):

1. A través de una mutacion genética

2. Adquisicion de resistencia de otras bacterias.
La resistencia a los antibidticos puede propagarse tanto vertical como horizontalmente en
una poblacion. La transferencia horizontal se considera el principal mediador de la
resistencia a los antibidticos. Los mecanismos de resistencia a los antibioticos también
pueden ocurrir mediante la incorporacion de genes de resistencia en pldsmidos y
transposones, estos genes se propagan mediante transferencia horizontal mediante
mecanismos de conjugacion, transformacion o transduccion. Sin embargo, la mutacion es
esencial para la evolucion o variedad de estos genes (Watford & Warrington, 2019). Para
poder observar modificaciones o mutaciones en las secuencias seleccionadas para este
estudio, se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias.
En la actualidad no existe mucha informacion sobre un estudio filogenomico asociado
con el gen MecA y el gen blaZ de S. aureus presente en el Ecuador, en consecuencia, la
construccion de arboles filogenéticos/filogenémicos permite entender la evolucion de
estos genes, como han avanzado o se han desarrollado, para esto es necesario realizar una
busqueda de datos secuenciados de estos genes cuyo origen de pais sea el de Ecuador y
hacer un conjunto de procesos y anélisis con la ayuda de herramientas bioinformaticas.
El origen del gen MecA y el gen blaZ sigue sin estar claro y encontrarlo es importante
para comprender la evolucion de S. aureus que ha tenido en el Ecuador. Ademas, puede
contribuir a medidas de control mas eficaces para disminuir la alta tasa de mortalidad en
Cuidados intensivos de los Hospitales (Tsubakishita et al., 2010). A causa de lo antes

dicho, es necesario realizar como primer paso, la identificacion de un conjunto de
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secuencias homologas y la descarga de las mismas. Para el segundo paso, la alineacion
de esas secuencias y por ultimo la construccion de un arbol filogendémico a partir de las
secuencias alineadas, mediante el uso de los tres métodos utilizados con mayor
frecuencia: Maxima verosimilitud, Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiano (Hall,
2013).

En Ecuador, S. aureus resistente se encuentra altamente asociado con infecciones en piel,
tejidos blandos y bactereminas, dentro de zonas comunitarias y hospitalarias. Dentro de
hospitales el antibidtico con mayor porcentaje de resistencia antimicrobiana es la
penicilina con 87% y en segundo lugar estd la cefazolina con 60%, estos datos

corresponden hasta el 2017 (ANTIMICROBIANOS, 2018).
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Figura 1. Perfil de Resistencia de aislados de S.aureus hospitalarios. Fuente: Tomado de
(ANTIMICROBIANOS, 2018).

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos que cominmente se aislan en las
infecciones asociadas a la atencion sanitaria; en América Latina, mas del 25% de los
aislamientos de S. aureus son resistentes a la meticilina. El resultado es un 45,2% de

exceso de mortalidad que se atribuye a la resistencia a la meticilina, en comparaciéon con
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las cepas susceptibles, y un aumento de los costes del tratamiento antibiotico (6,7 veces
mayor) y de la hospitalizacion (casi 3 veces mayor) (J. B. Da Silva et al., 2020).

Como ya se menciond anteriormente, la resistencia a los antibioticos puede ocurrir a
través de un proceso de seleccion natural, en el que las bacterias resistentes permanecen,
incluso en presencia del antibiotico, reproduciéndose (V. Silva et al., 2020). El problema
de la resistencia a los antibioticos fue un tema a tratarse publicamente por primera vez a
principios de la década de 1940, cuando se desalentd el uso excesivo de
antibidticos. Lamentablemente, en muchos paises estos medicamentos todavia estan
disponibles sin receta (V. Silva et al., 2020). El Centro Europeo para la Prevencion y el
Control de Enfermedades (ECDC) estim6 que, en 2018, el consumo de antibidticos de
amplio espectro en la Unidén Europea fue de 10,1 dosis diarias definidas por cada 1.000
habitantes. Ademas, segiin el ECDC, cada afio se producen 33.000 muertes en la Unidén
Europea debido a infecciones bacterianas resistentes a los antibidticos (V. Silva et al.,
2020).

Los datos nacionales de 9 paises africanos muestran tasas de S. aureus resistente
aproximadas entre el 12 y el 80 %, y en algunos paises que superan el 82 %. Por ejemplo,
en Africa Oriental, se han registrado altas tasas de prevalencia de entre 31,5 y 42 % entre
pacientes y trabajadores de la salud en Uganda, 31 a 82 % de prevalencia en Ruanda, y
en 10 a 50% en estudios de Tanzania (Wangai et al., 2019).

En el estudio “Phylogenomic Analysis Reveals the Evolutionary Route of Resistant
Genes in Staphylococcus aureus”, en donde para comprender mejor la evolucion de los
genes relacionados con la resistencia a los antibioticos en S. aureus (John et al., 2019c¢).
Como resultados obtuvieron que el patron de distribucion de genes muestra claramente
que los elementos SCCmec portadores de genes resistentes a antibioticos y sus

reguladores no son exclusivos de S. aureus. También, las transferencias laterales de genes
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no se limitaron a las especies de Staphylococcus, sino que genes resistentes inicos como
blaZ, kmA y ble se adquirieron de linajes relacionados a distancia. En 130 genes
resistentes no codificados por SCCmec, la mayoria de los genes resistentes codificados
por cromosomas parecen heredarse verticalmente, mientras que los genes plasmidicos
son mas propensos a las transferencias laterales de genes. El andlisis que realizaron,
permite comprender mejor la evolucion de los genes resistentes en las cepas de S. aureus
(John et al., 2019c¢).

En otro estudio “Evidence for the evolutionary steps leading to mecA-mediated -lactam
resistance in Staphylococcus”, se indica que la resistencia se logrd a través de cuatro
mecanismos distintos: acumulaciéon de sustituciones en un dominio especifico de la
proteina; diversificacion del promotor del gen; adquisicion de SCC mec, y adaptacion del
trasfondo genético. También, los resultados destacan los recursos que las bacterias
primitivas utilizaron para prosperar en un entorno cambiante que ha llevado a las
pandemias de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Rolo et al., 2017).

En la publicacion “Diversity and evolution of blaZ from Staphylococcus aureus and
coagulase-negative staphylococci”, donde sus resultados indicaron una evolucion
separada para blaZ codificado por plasmidos y cromosomas. Aunque parece existir un
acervo genético comun entre los estafilococos, se considera que el intercambio de blaZ
entre cepas y especies es un evento extremadamente raro (Olsen et al., 2006).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existen numerosos estudios acerca de analisis filogenéticos/gendomicos
de varios genes de resistencia S. aureus relacionando estos analisis entre cepas del
microorganismo y con otras especies. Pero no hay estudios de filogenia que se basen o
tomen informacion de secuenciacion de ADN de cepas de S. aureus presentes en

pacientes de hospitales o centros médicos del pais (Ecuador), por tal motivo se presenta
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esta propuesta de proyecto de investigacion, en donde se utilizé una secuencia del gen
MecA vy otra secuencia del gen blaZ provenientes del Ecuador, para compararlos con otras
cadenas de nucleotidos secuencias en diferentes partes del mundo.

4. DISENO Y ALCANCE

En cuanto al disefio de esta investigacion, se determina que es de tipo No Experimental y
Transversal. En este proyecto de investigacion se busca obtener informacion especifica
sin interponerse en las situaciones que se estan estudiando. En este proyecto de
investigacion no se realizaron procedimientos experimentales bajo condiciones
controladas en sujetos o situaciones de estudio, sino que se recopilaron datos a partir de
muestras ya existentes, como secuencias de nucleotidos (genomas) previamente obtenidas
de pacientes que se encuentran en el pais, Ecuador, y en diversas partes del mundo.

El proyecto de investigacion tiene un enfoque transversal porque se llevod a cabo en un
solo momento del tiempo, recolectando secuencias de genomas ya secuenciadas
provenientes del Ecuador (Quito) y de diversas partes del mundo. Por lo tanto, el
proposito de este trabajo es describir y analizar la historia evolutiva de genomas de S.
aureus que poseen genes de resistencia (gen MecA y gen blaZ). Para cumplir con el
proposito de la investigacion se utilizaron datos disponibles en la plataforma NCBI para
poder realizar el estudio filogenémico.

5. OBJETIVOS

5.1.  Objetivo general:

Determinar la historia evolutiva de genomas que poseen genes de resistencia (gen MecA
y gen blaZ) de Staphylococcus aureus, responsables de generar resistencia

antimicrobiana, mediante el uso de herramientas bioinformaticas.
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5.2.

Objetivos especificos:

Obtener dos archivos de secuencias de nucledtidos/proteinas de genomas que
contengan el gen MecA y el gen blaZ de Staphylococcus aureus a través del uso
de plataformas o servidores web que permitan filtrar los datos de una zona
geografica especifica, como Ecuador, para comparar cada secuencia de
nucleodtidos/proteinas obtenidas con otras secuencias similares de diferentes zonas
geograficas del mundo.

Realizar la busqueda de secuencias de nucleétidos que posean el gen MecA y el
gen blaZ de Staphylococcus aureus a través de una herramienta bioinformatica
para la construccion del arbol filogenomico.

Comparar varias secuencias de nucleédtidos/proteinas del gen MecA y el gen blaZ
de Staphylococcus aureus a través del alineamiento multiple de secuencias
utilizando programas bioinformaticos para determinar las regiones en donde
existan deleciones, inserciones o repeticiones (mutaciones).

Construir un arbol filogendémico a partir de secuencias de nucle6tidos/proteinas
que contengan el gen MecA y el gen blaZ de Staphylococcus aureus basado en el
método de maxima verosimilitud a través del uso de programas bioinformaticos
para analizar el origen y evolucion de estos genomas que poseen genes resistentes

a los antibioticos.

6. METODOLOGIA

6.1.

Preparacion de Datos:

Como primer paso se ingres6 a la pagina de NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Luego, en el panel de opciones, en All Databases, se escogid la opcion de Nucleotide. En

seguida, en el buscador de la pagina de NCBI, se coloco lo siguiente: MecA [All Fields]

AND "Staphylococcus aureus"[Primary Organism] AND "Ecuador"[All Fields], esto con
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la finalidad de filtrar las busquedas, en total hubo 441 secuencias de nucleo6tidos (Jr. et
al., 2023). El mismo proceso se realizo con respecto a la busqueda de una secuencia del
gen blaZ, por eso en el buscador se colocd lo siguiente: blaZ [All Fields] AND
"Staphylococcus aureus"[Primary Organism] AND "Ecuador"[All Fields], para filtrar las
busquedas y asi en total se encontr6: 158 secuencias de nucledtidos (Jr. et al., 2023).
Posteriormente se escogid una secuencia con la que se va a trabajar, para ello, el Locus
escogido fue: NZ LALC01000373, Country: Ecuador, Quito, para el caso del gen MecA
(Planet et al., 2015). Para el caso del gen blaZ, la secuencia que se escogio y cuyo Locus
fue: NZ_LGXG01000007.1, Country: Ecuador, Quito (Arias et al., 2017).

6.2. Blast (Basic Local Alignment Search School Tool) (Miruka et al., 2022):

Del proceso anterior, con las secuencias seleccionadas, tanto para el gen MecA, como
para el gen blaZ, se descargaron los respectivos archivos en formato fasta. Después, los
archivos descargados se subieron en la plataforma de BLAST, especificamente en el
panel de opciones desplegadas, en la opcion: Upload file. En el mismo panel de opciones,
en la parte Organism, se delimitod a: Staphylococcus aureus (taxid:1280), de la misma
forma, en la seccion de Max target sequences, se limit6 a: 30 secuencias de genes con las
que se va a realizar los andlisis filogenomicos. Luego, se dejo correr el programa y una
vez finalizado se descarg6 las secuencias en archivo formato FASTA. Este procedimiento
se realizo tanto con el archivo descargado del gen MecA (NZ LALCO01000373) y del
archivo del gen blaZ (NZ LGXG01000007.1).

En total se trabajo con 30 secuencias homodlogas del gen MecA y 30 secuencias
homologas del gen blaZ. Las 30 secuencias del gen MecA se descargaron en un solo

archivo en formato fasta, lo mismo se hizo para las secuencias del gen blaZ.
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6.3. Alineamiento multiple de Secuencias:

Para este proceso, se ingresé a la pagina de Galaxy: https://usegalaxy.eu/. En seguida, se

carg6 los dos archivos con las secuencias del gen MecA y del gen blaZ con las que se va
a trabajar, esto se lo hizo en la opcion Cargar Datos (Blankenberg et al., 2010). Luego, se
selecciono herramienta MAFFT, y en la seccion Sequences to align, se escogi6 el archivo
que posee las secuencias con las que se va a trabajar (Katoh et al., 2019). Posteriormente,
se eligio todas las opciones requeridas y se dejo correr la herramienta (Katoh et al., 2019).
Para visualizar los resultados del alineamiento multiple de secuencias de MAFFT, se
utiliz6 el programa Jalview 2.11.2.7. (Procter et al., 2021).

Por otro lado, se inici6 el programa bioinformatico MEGA y en la opcion, File/Open File,
se cargaron los archivos de tipo fasta que se descargaron previamente de las secuencias
en BLAST. Luego, se escogio la opcion Alinear, luego la opcion Edit>Select All> by
Clustal W (Kumar et al., 2018). Una vez finalizado el proceso de alineamiento multiple
de secuencias por Clustal W, se guardd el proceso realizado en la opcion Data>Export
Alignmet>Mega/Fasta format. Para visualizar los resultados del alineamiento multiple
de secuencias de Clustal W, se utilizo el servidor web Clustal Omega:

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/(Sahoo et al., 2022).

6.4. Construccion de arboles filogenomicos

Para la construccion del arbol filogendmico se utilizo la herramienta bioinformatica BV-
BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center). En la opcion Tools and
Services, se utilizo la opcion Bacterial Genome Tree, en donde se utilizaron 36 genomas
que poseen en gen MecA (29 genomas) y blaZ (7 genomas), los cuales fueron
secuenciados en diferentes partes del mundo, incluido Ecuador (Olson et al., 2023).

7. RESULTADOS Y DISCUSION
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Datos de los genomas utilizados para la construccion de arboles filogenomicos y
alineamiento multiple de secuencias:

Tabla 1. Informacion de los 11 genomas que poseen el gen MecA de S. aureus. Estos datos fueron

obtenidos de NCBI (National Library of Medecine).

Locus del gen MecA | Longitud (pb) Ciudad, Pais Articulo Cientificof
Referencia

NZ LALC01000373 3028 Ecuador (Planet et al., 2015)
AP023034.1 2007 Japon (Takadama et al., 2020)
CP053356.1 720 Estados Unidos (Tickler et al., 2020b)
CP053353.1 2010 Estados Unidos (Tickler et al., 2020a)
CP053639.1 2010 Estados Unidos (Tickler et al., 2020a)
CP053636.1 720 Estados Unidos (Tickler et al., 2020a)
CP053183.1 2010 China (Sivaraman et al., 2021)
CP047021.1 2010 Dinamarca (Bartels et al., 2021)
CP045468.1 2010 China (Jietal., 2020)
CP047802.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047863.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047861.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047854.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047803.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047859.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047865.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047804.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047867.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP047856.1 720 Alemania (Dilthey et al., 2020)
CP033085.1 720 China (Chopyjitt et al., 2021)
CP034008.1 2010 Israel (Chopjitt et al., 2021)
CP034014.1 2010 Israel (Chopjitt et al., 2021)
CP034011.1 2010 Israel (Chopjitt et al., 2021)
CP034005.1 2010 Israel (Chopjitt et al., 2021)
CP034002.1 2010 Israel (Chopjitt et al., 2021)
CP033999.1 2010 Israel (Chopyjitt et al., 2021)
CP033996.1 2010 Israel (Chopyjitt et al., 2021)
CP034259.1 2010 Israel (Chopyjitt et al., 2021)
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CP033990.1

2009

Israel

(Chopyitt et al., 2021)

Fuente: Elaboracion propia

Las 30 secuencias homologas del gen MecA, se obtuvieron luego del proceso realizado

en BLAST. Estas secuencias tienen como origen de estudio y secuenciacion en diferentes

lugares del mundo como: Ecuador (América del Sur), Dinamarca (Europa), China (Asia),

Alemania (Europa), Israel (Asia), Australia (Oceania) y Japon (Asia), tal como se observa

en la Tabla 1.

Tabla 2. Informacién de los 11 genomas que poseen el gen blaZ de S. aureus. Estos datos fueron

obtenidos de NCBI (National Library of Medecine).

Longitud Articulo Cientifico/
Locus del gen blaZ Ciudad, Pais
(pb) Referencia
NZ LGXG01000007.1 845 Ecuador (Planet et al., 2015)

AP023035.1 845 Japon (Takadama et al., 2020)
CP030542.1 846 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)
CP030541.1 845 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)
CP030464.1 846 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)
CP030703.1 845 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)
CP030394.1 845 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)

NG 055999.1 845 Estados Unidos (Highlander et al., 2007a)
CP127805.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP127815.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP127789.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP127606.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP127548.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP127542.1 845 Australia (Shaghayegh et al., 2023)
CP089166.1 845 Estados Unidos (Bragonzi, 2010)
CP049568.1 845 Estados Unidos (Berbel Caban et al., 2020)
CP000732.1 845 Estados Unidos (Highlander et al., 2007b)
CP030413.1 843 Estados Unidos (Sullivan et al., 2019)
GQ900448.1 845 Australia (Shearer et al., 1993)
LC377540.1 845 Taiwan No publicado
CP048646.1 845 China (Cai et al., 2015)
AP020323.1 845 Japon (Hikichi et al., 2019)

NG 047533.1 845 Estados Unidos (Kuroda et al., 2001)
CP013956.1 845 Corea del Sur No publicado
CP109935.1 845 China (Kuroda et al., 2001)
CP107529.1 845 China No publicado
CP099496.1 845 China (Zou et al., 2022)
CP099503.1 845 China (Zou et al., 2022)
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CP099509.1 845 China (Zou et al., 2022)
CP080567.1 845 Corea del Sur (Kim et al., 2019)
Fuente: Elaboracion propia

Las 30 secuencias homologas del gen blaZ, se obtuvieron luego del proceso realizado en
BLAST. Estas secuencias tienen como origen de estudio y secuenciacion en diferentes
lugares del mundo como: Ecuador (América del Sur), Australia (Oceania), Estados
Unidos (América del Norte), Taiwan (Asia), China (Asia), Japon (Asia) y Corea del Sur
(Asia) tal como se indica en la Tabla 2.

Las alineaciones de secuencias frecuentemente proporcionan la primera conexion entre
el ADN recién secuenciados y las secuencias ya categorizadas, en este caso se utilizaron
ya datos secuenciados dentro del Ecuador para buscar conexion con otros datos
secuenciados en diferentes partes del mundo. La herramienta bésica de busqueda de
alineacion local Blast, es una de las opciones mas populares para buscar y alinear
secuencias (Boratyn et al., 2013).

Blast toma una secuencia de nucledtidos como entrada y la busca en una base de datos de
secuencias de nucleotidos. Este programa bioinforméatico también provee estadisticas que
estiman la probabilidad de que se produzca una coincidencia por casualidad. Las
busquedas son generalmente rapidas, en donde, la mediana del tiempo de busqueda para
consultas de longitud moderada (<2000 bases) en la coleccion de nucleétidos suele ser de
~4 sy, en general, la mediana del tiempo de busqueda para el sitio web suele ser de 14 s
(Boratyn et al., 2013). En este proceso, para la busqueda realizada en este proyecto, los
resultados tardaron entre 1-3 minutos. También, el porcentaje de similitud entre las
secuencias relacionadas tanto al gen MecA como al gen blaZ, es del 100%.

7.1.  Alineamiento Miiltiple de Secuencias

En este estudio se utiliz6 dos programas para el alineamiento multiple de secuencias, en

donde se conoce que en Clustal W, la parte mas exigente de la estrategia de alineacion
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multiple, en términos de procesamiento informatico y uso de memoria, es la alineacién
de dos grupos de secuencias en cada paso de la alineacion progresiva final. Para poder
alinear secuencias muy largas en una cantidad razonable de memoria, se utiliza el
algoritmo de programacion dinamica de coeficiente de memoria de Myers y Miller. Una
de las desventajas de este algoritmo es que no permite diferentes grados de apertura y
extension en cada posicion (Thompson et al., 1994).
El programa detecta automaticamente y lee seis formatos de entrada de secuencias
diferentes: EMBL/SwissProt, NBRF/PIR, Pearson/FASTA, GCG/MSF, GDE vy
alineaciones en formato CLUSTAL. Los tres ultimos formatos permiten utilizar
alineaciones mas completas para calcular arboles filogenéticos/genémicos (Thompson et
al., 1994).
El algoritmo bésico de alineaciéon multiple consta de tres etapas principales:
- Etapa 1: Todos los pares de secuencias se alinean por separado para calcular una
matriz de distancia que d¢ la divergencia de cada par de secuencia (Thompson et
al., 1994).
- Etapa 2: Se calcula un arbol de guia a partir de la matriz de distancia (Thompson
etal., 1994).
- Etapa 3: Estas secuencias se alinean progresivamente segin el orden de
ramificacion en el arbol de guia (Thompson et al., 1994).
Por otro lado, en MAFFT, la demanda de alineamiento multiple de secuencias (MSA) con
un gran nimero de secuencias esta aumentando junto con el avance de las tecnologias de
secuenciacion (Katoh et al., 2002).
La version actual de MAFFT utiliza la siguiente formula para calcular la
distancia D j entre las secuencias iy :

Dij=(1-Sij/min(Sii,Sjj)) / f(x.y)
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Ecuacion 1 Calcular Distancias entre secuencias (Katoh et al., 2002)
donde S j; es la puntuacion de alineacion entre las secuencias i y j. En cuanto a f(x,y ),
ajusta la distancia para evitar un caso en el que la distancia entre secuencias no
relacionadas se vuelve cero cuando se comparan una secuencia larga y una secuencia
corta (Katoh et al., 2002).
Algunos de los métodos que se utilizan en MAFFT son:

- FFT-NS-2: Es la opcién por defecto de MAFFT. En este método, después de
realizar la FFT-NS-1, se recalculan una nueva matriz de distancias y un nuevo
arbol guia basandose en el MSA vy, a continuacion, se construye el MSA final
utilizando el nuevo arbol guia. En las pruebas de referencia, la precision suele
mejorar con el recalculo del arbol guia (Katoh et al., 2019). Este fue el método
utilizado en este proyecto de investigacion, el cual es utilizado por defecto en la

plataforma.
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Species/Abbry

1. NZ LALCO1000373.1 3208 pl
2. AP023034.1 2007 pb
3. CP0O53353.1 2010 pb
4. CP053639.1 2010 pb
5. CP053183.1 2010 pb
6. CPO47021.1 2010 pb
7. CP0454568.1 2010 pb
8. LC452468.1 2006 pb
G. CPO34008.1 2010 pb
10. CPO34014.1 2010 pb
11. CP034011.1 2010 pb
12. CPO34005.1 2010 pb
13. CPO34002.1 2010 pb
14. CP033999.1 2010 pb
15. CP033996.1 2010 pb
16. CP034259.1 2010 pb
17. CP033990.1 2009 pb

sitex  P0O10 % Owith O w/ogaps Selected genetic code: Standard

Figura 2. Alineamiento Multiple de secuencias de genes MecA de S. aureus. (Programas utilizados: Clustal W y MAFFT)
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Species/Abbrv

1. NZ LALCO1000373.1 3208 pb

2. AP023034.1 2007 pb

3. CP053353.1 2010 pb

4. CP053639.1 2010 pb

5. CP053183.1 2010 pb

6. CP047021.1 2010 pb

7. CP045465.1 2010 pb

8. LC492458.1 2006 pb

9. CP034008.1 2010 pb

10. CP0O34014.1 2010 pb

11. CPO34011.1 2010 pb

12. CP034005.1 2010 pb

13. CPO34002.1 2010 pb

14. CP033999.1 2010 pb

15. CP033996.1 2010 pb

16. CP034259.1 2010 pb

17. CP033950.1 2009 pb
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Figura 3. Traduccion de las secuencias del gen MecA de S. aureus a Proteinas

Selected genetic code: Standard |

En la Figura 2 y 3, se observa el resultado del alineamiento multiple de secuencias del gen MecA de S. aureus, en el cual se aprecia que el

nivel de conservacion de los nucledtidos es muy alto, por lo tanto, no existe ninguna variacion entre ellas, lo mismo se obtiene al obtener la

traduccion a proteinas de estas secuencias.
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DMNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry

1. NZ LGXG01000007.1 845 pb
2. APOZ23035.1 845 pb

3. CPO30542.1 846 pb

4. CP030541.1 845

5. CPO30464.1 846 pb

6. CP030703.1 845 pb

7. CPO30394.1 845 pb

8. NG 055999.1 845 pb

5. CP127805.1 845 pb

10. CP127815.1 845 pb

11. CP127789.1 845 pb

12. CP127605.1 845 pb

13. CP127548.1 845 pb

14. CP127542.1 845 pb

15. CPO&9166.1 845 pb

16. CP049568.1 845 pb

17. CPOOOT3Z.1 645 pb

18. CPO30413.1 843 pb

19. GAS00448.1 845 pb

20. LC377540.1 845 pb

21. CP048645.1 545 pb

22 APO20323.1 845 pb

23. NG 047533.1 845 pb
24, CP013956.1 845 pb

25. CP109935.1 845 pb

26. CP107529.1 845 pb
2T
28
28
30

. CPO99456.1 845 pb
. CPO99503.1 345 pb
. CPO99509.1 845

. CPOB0567.1 845 pb

Sitez 1 % Owith  Ciw/o gaps Editing enabled Selected genetic code: Standard

Figura 4. Alineamiento Multiple de secuencias de genes blaZ de S. aureus. (Programas utilizados: Clustal W y MAFFT)
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Species/Abbry * *|*

1. NZ LGXG01000007.1 845 pb L L 1A L FL L L | A VLVIF
2. AP0Z3035.1 845 pb L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
3. CPO30542.1 846 pb L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
4. CPO30541.1 845 L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
5. CPO30464.1 846 pb L L1A L FL L L | Y A VLVIF
6. CPO30703.1 345 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
7. CP0O30394.1 845 pb F L LI1A L FL L L | Y A VLV IF
&. NG 055999.1 845 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
8. CP127805.1 845 pb F L LI1A L FL L L | Y A VLV IF
10. CP127815.1 845 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
11. CP127789.1 845 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLV IF
12. CP127606.1 845 ph F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
13. CP127548.1 845 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
14. CP127542.1 845 pb AAF L L1A L FL L L | Y A VLVIF
15. CPO89166.1 845 ph F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
16. CP049568.1 845 pbr F L LA L FL L L | Y A VLV IF
17. CPO00732.1 845 ph F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
18. CP030413.1 843 pbr F L LI1A L FL L L | Y A VLV IF
19. GO900448 1 845 pb F L L 1A L FL L L | Y A VLVIF
20. LC377540.1 845 pb F L L 1A L FL F L A Y A VLV IF
21. CP043645.1 845 pb F L L 1A L FL F L v Y A VLVIF
22 APOZ0323.1 845 pb F L L 1A L FL F L A Y A VLVIF
23. NG 047533.1 845 pb F L L 1A L FL F L v Y A VLVIF
24 CP013956.1 845 pb F L L 1A L FL F L A Y A VLVIF
25. CP1095935.1 845 pb L L1A L FL F L W Y A VLVIF
26. CP107529.1 845 pb L L 1A L FL F L v Y A VLVIF
27. CP099496.1 845 pb L LI1A L FL F L v Y A VLV IF
28. CP099503.1 845 pb L L 1A L FL F L v Y A VLVIF
Z5. CP099509.1 845 L L 1A L FL F L A Y A VLV IF
30. CPO30567.1 845 pb L L 1A L FL F L v Y A VLVIF

Figura 5. Traduccion de las secuencias del gen blaZ de S. aureus a Proteinas.
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En la Figura 4 y 5, se muestra los resultados del alineamiento multiple de secuencias y la
traduccion a proteinas de las mismas secuencias del gen blaZ. Como se puede observar,
el nivel de conservacion de los nucledtidos es alto, no hay mutaciones entre las
secuencias. Esta alta conservacion podria reflejar un periodo relativamente breve de
evolucion en donde hubo pocas mutaciones y que estos cambios han sido mantenidos
(Ponting, 2017). Existen genes conocidos como esenciales porque son indispensables
para el mantenimiento de los organismos y desempenan papeles importantes en procesos
celulares, por lo tanto, estos genes son mas conservados evolutivamente (Luo et al.,
2015). En este contexto, el gen MecA es el responsable de la resistencia a todos los
antibidticos B-lactdmicos en S. aureus, este mecanismo se debe a la produccion de la
proteina fijadora PBP2a que est4 codificada por este gen. El gen MecA esta compuesto
por un conjunto de genes reguladores mecl y mecR y residen dentro de una isla genética
movil, el llamado cromosoma en casete estafilococico mec (SCCmec) (Maltezou &
Giamarellou, 2006). Aunque los elementos SCCmec son muy diversos en su organizacion
estructural y contenido genético, el determinante mecA estd muy conservado entre los
estafilococos resistentes a la meticilina (Meng et al., 2020). De la misma manera, la
resistencia a los antibioticos mediante la produccién de una enzima B-lactamasa, es
también codificada por el gen blaZ, que hidroliza el anillo B-lactamico del antibiotico. El
gen blaZ suele estar presente en plasmidos, pero también puede encontrarse en el ADN
cromosomico de la bacteria. La expresion de blaZ estd controlada por dos genes
adyacentes, blal y blaR1, siendo el primero un represor de la transcripcion de blaZ y el
segundo un antirrepresor (Rocha et al., 2022). Al igual que el gen MecA, estudios han
demostrado que el gen blaZ es altamente conservado (Vesterholm-Nielsen et al., 1999).

En cuanto a los diferentes métodos y algoritmos empleados por cada programa

bioinformatico, los resultados muestran que no existen variacion entre los programas
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utilizados debido a la alta conservacion de los nucleo6tidos de las secuencias de los genes
MecA y blaZ.

7.2.  Arbol filogenémico

Primeramente, es necesario definir conceptos, como la definicion de arbol filogenomico
que no es mas que un diagrama que representa las relaciones evolutivas entre organismos,
en este caso se evalla las relaciones evolutivas entre las diferentes cepas de S. aureus, y
la evolucion de estos a partir de ancestros comunes.

Partiendo de la raiz del arbol salen todas las ramas del arbol, y varios puntos de
ramificacion que se conocen también como nodos internos. Estos nodos internos
representan eventos de divergencia o separacion de un grupo en dos grupos
descendientes.

Antes de continuar, es necesario puntualizar ademas que este arbol tiene politomias (poli,
muchos; fomia, corte), lo que significa que un punto de ramificacion tiene tres o mas
especies diferentes que surgen de él. Para una mejor comprension del arbol se decidid
nombrar los clados A, B y C. Un clado es conocido como un grupo monofilético o grupo
natural, comienza con un antepasado en comun y consta de todos sus descendientes
formando una tinica rama en el arbol filogenético.

Los resultados de BLAST y del alineamiento multiple de secuencias de los genes
resistentes de S. aureus muestran que existe un porcentaje de identidad del 100% entre
todas las accesiones, demostrando que no existen mutaciones (deleciones, inserciones,
etc.). Estos resultados corroboran estudios realizados previamente, donde se ha observado
que estos genes son altamente conservados. Para poder comprender la historia evolutiva
de los genomas de S. aureus que contienen los genes de resistencia blaZ y MecA, se
realizd un arbol filogenomico que incluye cepas secuenciadas en Quito, Ecuador, y en

diferentes localidades del mundo. En la Figura 6, se encuentra el resultado del analisis
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filogendmico, en donde, las cepas resaltadas de color verde son los genomas que poseen
el gen de resistencia MecA (29 genomas) y las cepas resaltadas de color rosado son los
genomas que poseen el gen de resistencia blaZ (7 genomas). La cepa Staphylococcus
aureus strain E1470, fue secuenciada en Quito y ademas posee el gen de resistencia
MecA. La cepa Staphylococcus aureus strain UE203, también fue secuenciada en la
ciudad de Quito y ademads posee el gen de resistencia blaZ.

Como se ha mencionado con anterioridad, los genes resistentes codificados a partir de
diferentes tipos y subtipos de elementos SCCmec altamente variantes y otras regiones no
SCCmec; son la razon principal detras de la rapida adaptacion de S. aureus a diferentes
ambientes.

Clado A

El clado A esta conformado solo por tres cepas las cuales contienen el gen MecA, lo que
evidencia la distribucion de los genes MecA en cepas con ancestros comunes cercanos y
lejanos, lo que podria indicar que los genes MecA han experimentado un intercambio
frecuente dentro de la especie de S. aureus, prevaleciendo por encima del gen blaZ.
Lamentablemente esto es solo una suposicion y no puede ser demostrado por este arbol.

Es necesario considerar también que los ancestros en comun estan representados en un
arbol filogendmico por los nodos y la presencia de MecA en la mayoria de los nodos de
este arbol es incierta, a pesar de que es muy probable que si esté¢ presente en la mayoria
de los nodos.

Existen varios estudios que han investigado la presencia de los genes MecA y blaZ en
Staphylococcus aureus. Sin embargo, la prevalencia de estos genes puede variar
dependiendo de la poblacion de bacterias estudiada.

Por ejemplo, un estudio realizado en la Universidad Catdlica de Cuenca en Ecuador

analizo la presencia de los genes blaZ y MecA en cepas de Staphylococcus aureus
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aisladas de cajas multipropdsito utilizadas por estudiantes de Odontologia. En este estudio
realizado por Andrade et al., en la Universidad Catolica de Cuenca en el 2023 se identifico
el gen MecA en dos cepas, mientras que el gen blaZ se encontrd en todas las cepas.
(Andrade et al., 2023)

Otro estudio realizado en China investigd la resistencia a los antibidticos y la
genotipificacion de Staphylococcus aureus obtenidos de animales de granja. En este
estudio, se encontrd que el 63.98% de las cepas de S. aureus portaban el gen blaZ,
mientras que el 11.02% portaba el gen MecA. (Gan et al., 2021)

Estos estudios sugieren que la prevalencia de los genes MecA y blaZ puede variar
considerablemente. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos resultados
pueden no ser representativos de todas las poblaciones de Staphylococcus aureus, ya que
la prevalencia de estos genes puede estar influenciada por factores como el uso de
antibidticos y las practicas de control de infecciones. Para obtener una imagen mas
completa, seria util revisar mas estudios y realizar analisis comparativos.

En este arbol se evidencia ademés una distribucion universal del gen MecA ya que se
usaron genomas de diferente ubicacion geografica, y se muestra la evolucion
filogendémica y filogeografica del mismo, conservandose desde ancestros comunes mas
lejanos y prevaleciendo en ambos clados. Lo anterior podria ser el resultado de un
intercambio frecuente de estos genes dentro de una misma especie de Staphylococcus.
Las transferencias laterales de genes MecA no se limitaron dentro de las cepas de
Staphylococcus aureus que estaban mas relacionadas y que compartian ancestros
comunes, sino que linajes mas bien distantes compartian genes entre ellos.

El componente lateral de la evolucion del genoma microbiano (LGT/HGT) ha
desempefiado un papel esencial en la configuracion del contenido del genoma bacteriano,

asi como en sus capacidades metabolicas. Estudios previos han sefalado la importancia
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de la transferencia horizontal de genes (HGT) y la recombinacion, sobre todo en S.
aureus. (Murray et al., 2017)

Existen varias teorias sobre el origen del gen MecA en S. aureus. Se encontro la presencia
de un complejo mec-gen codificado por plasmidos (mecAm-mecRm-meclm-blaZm) en
una cepa de Macrococcus caseolyticus ISCS5402, lo que sugiere que los estafilococos
patégenos humanos adquirieron genes mec de Macrococcus linaje. Otros estudios
indicaron que los elementos SCCmec se ensamblan dentro de los estafilococos coagulasa
negativos (CoNS), como S. epidermidis, S. saprophyticus, Staphylococcusschleiferi y
luego se transfirieron a S. aureus (John et al., 2019a).

No podemos confirmar esto en nuestro estudio, pero si es necesario tenerlo en cuenta para
entender la gran prevalencia del gen MecA en todas las especies de estafilococos y
particularmente en S. aureus.

Un gen se considera adquisicion en S. aureus cuando es obtenido de una fuente externa
(por lo general especies lejanas relacionadas) a través de un proceso llamado transferencia
horizontal de genes (John et al., 2019a). Por ejemplo, el gen MecA, que confiere
resistencia a la meticilina en S. aureus, es un ejemplo de un gen adquirido. Este gen no
es endogeno de S. aureus y aun asi se encuentra integrado en el cromosoma bacteriano.
Clado B

Analicemos ahora, en el clado B, el nodo donde solo aparece un genoma con BlaZ y el
resto con MecA. Como se menciond con anterioridad, esto puede ser producto de la
transferencia horizontal de genes, pero es comun que existan nodos con genomas que
tienen BlaZ junto con nodos que contienen MecA.

También es necesario resaltar que en este arbol la cepa UP1097 de Alemania parece ser
un outgroup y la cepa M2024 forma un clado monotipico, compuesto por una sola cepa

y que se ha decidido no senalar con letras.
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El gen blaZ, que esta presente en una unica cepa del clado B en Staphylococcus aureus
strain UE203, ausente en sus vecinos cercanos. Sin embargo, estd ampliamente
distribuido en cepas lejanas relacionadas como las que estan en el clado C. Precisamente
esta cepa Staphylococcus aureus strain UE203 que posee el gen blaZ ha sido secuenciada
en Quito.

(Puede este suceso interpretarse como que Staphylococcus aureus tiene un pangenoma
abierto?

Un “pangenoma abierto” se refiere a aquel en el que se siguen anadiendo genes con cada
genoma secuenciado adicional, lo que hace que sea imposible predecir el tamafio del
pangenoma. El pangenoma de S. aureus es abierto (o < 1) y parece estar expandiéndose
moderadamente con la inclusién de nuevos genomas (John et al., 2019a). La apertura del
pangenoma y la presencia de elementos genéticos moviles en S. aureus es similar a la de
muchas otras especies bacterianas, por ejemplo, Escherichia coli, que se sabe que tiene
una capacidad esencial de adquirir nuevos genes en su genoma a traveés de transferencias
entre especies (Touchon et al. 2009).

Algunos estudios plantean que los genes resistentes como blaZ (resistencia a los
betalactamicos), kmA (resistencia a la kanamicina), tetK (resistencia a la tetraciclina) y
ble (resistencia a la bleomicina) que se incrustan en los elementos SCCmec de S. aureus
son algunos de los buenos ejemplos de genes transferidos lateralmente de especies no
relacionadas lejanamente que no son Staphylococcus. Por ejemplo, S. aureus podria
recibir el gen blaZ de Geobacillus stearothermophilus; una especie en la que no hay
evidencia de cassette SCCmec pero filogenéticamente estin mostrando una estrecha
relacion con S. aureus (John et al., 2019a).

Esto indica precisamente que la transferencia horizontal de genes especies cercanas y

lejanamente relacionadas contribuyd en gran medida a la estructura actual del casete
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SCCmec de S. aureus. El gen MecA fue objeto de multiples transferencias laterales dentro
de los miembros de la familia Staphylococcaceae.

Clado C

Es el clado mas grande de este arbol, y es el que mas contiene cepas con el gen blaZ.
Precisamente la diversificacion de genes en un mismo clado es una de las explicaciones
de que este clado sea de mayor tamafio que los otros. También es posible plantear que las
especies de este clado tengan mayor capacidad de adaptacion y supervivencia.
Retomando el analisis de la presencia del gen blaZ llama considerablemente la atencion
la agrupacion de los genomas blaZ en un solo nodo, en este caso en el clado C, presente
en 6 cepas. (Qué tan frecuente es esto?

En el caso de Staphylococcus aureus, la presencia del gen blaZ podria influir en la
agrupacion de ciertos genomas en el arbol filogenético. Sin embargo, la agrupacion de
genomas en un arbol filogendmico depende de muchas caracteristicas genéticas, no solo
de la presencia de un solo gen. Por lo tanto, aunque es posible que los genomas que
contienen blaZ se agrupen juntos, también podrian distribuirse en todo el arbol
dependiendo de otras caracteristicas genéticas.

Ademads, es importante tener en cuenta que los arboles filogendmicos son hipotesis, no
hechos definitivos. La construccion de un arbol filogendmico se basa en la informacion
recopilada acerca de este conjunto de especies, cosas como sus caracteristicas fisicas y la
secuencia de ADN de sus genes.

Por lo tanto, aunque es posible observar tendencias generales, siempre hay un grado de
incertidumbre y los resultados pueden variar dependiendo de la poblacion de bacterias

estudiada y los métodos utilizados para construir el arbol.
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La distribucion del gen blaZ en un arbol filogendmico de Staphylococcus aureus puede

estar influenciada por varias caracteristicas genéticas. Aqui hay algunos factores que

podrian influir:

1.

Origen del gen blaZ: Un estudio encontré que el gen blaZ existe en tres lineas
evolutivas: una de origen plasmidico, una de origen cromosdémico y una
intermedia. Esto sugiere que la ubicacion del gen blaZ (ya sea en el cromosoma o
en un pldsmido) podria influir en como se agrupan los genomas en el arbol
filogenético. (Olsen et al., 2006)

Presion selectiva: La resistencia a los antibioticos puede surgir a través de
mutaciones aleatorias o puede ser inducida artificialmente mediante la aplicacion
de una presion selectiva a una poblaciéon, como seria el uso o abuso de
antibidticos. Por lo tanto, la presion selectiva podria influir en la distribucion del
gen blaZ en el arbol filogenético ( Zendejas-Manzo et al., 2014).

Intercambio genético: Staphylococcus aureus tiene caracteristicas genéticas que
le permiten intercambiar genes con otras bacterias. Este intercambio genético
podria influir en la distribucion del gen blaZ en el arbol filogenético ( Zendejas-

Manzo et al., 2014).

La distribucion de los genes blaZ y mecA en un arbol filogendémico de Staphylococcus

aureus puede variar dependiendo de varios factores, incluyendo la presion selectiva, el

intercambio genético y la diversidad genética (como se mencion6 con anterioridad). En

un arbol filogenético, los nodos representan los ancestros comunes de los organismos que

se estdn comparando. Por lo tanto, es posible que los genomas que contienen blaZ o mecA

se agrupen juntos en ciertos nodos si comparten un ancestro comun.

Estructura geogrdfica
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Para culminar el anélisis evaluemos la estructura geografica del arbol, la mayoria de las
especies con el gen MecA provenian de Alemania e Israel, patron de distribucion
geografica que coincide con investigaciones realizadas. La més relevante la realizada en
el 2021 por Effelsberg et al. Para obtener mas informacion sobre el origen y la
diseminacion de S. aureus, se reconstruyo el desarrollo temporal y espacial de los aislados
con un analisis bayesiano para mostrar el origen geografico mas probable del linaje y de
todos los subclados, asi como estimaciones temporales para la aparicion de nuevos clados
basadas en las tasas de sustitucion y los metadatos de los aislados en un arbol. En este
estudio Alemania aparece como el lugar de origen, divergencia y trasmision de varias
especies de S. aureus. (Effelsberg et al, 2020)
Aunque con diferentes prevalencias, el conjunto de datos de este estudio contenia
especimenes aislados de S. aureus procedentes de seis continentes. Aunque se pueden
encontrar aislados de diferentes regiones en todo el arbol, se observan ciertos grupos
regionales dentro de la filogenia.
La filogenia de S. aureus con gen MecA se evidencia en este arbol en subgrupos
geograficos (Alemania, Israel, Estados Unidos), similar sucede para S. aureus con gen
blaZ (China, Estados Unidos). Solo una especie con gen blaZ fue identificada en Ecuador,
Staphylococcus aureus strain UE203 y una especie con gen MecA, Staphylococcus aureus
E1470.
8. CONCLUSIONES
1. Se utiliz6é una herramienta bioinformatica para buscar secuencias de nucledtidos
que poseen los genes MecA y blaZ, y luego se construyo un arbol filogenémico,
el cual mostré una distribucion universal del gen MecA, sugiriendo transferencias
horizontales frecuentes dentro de la especie S. aureus. La presencia del gen blaZ

mostro una agrupacion especifica en ciertos nodos.
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2. Se compararon varias secuencias de los genes MecA y blaZ mediante
alineamiento multiple, buscando deleciones, inserciones o repeticiones para
identificar mutaciones, en donde se observo una alta conservacion de los
nucledtidos en los genes MecA y blaZ, lo que indica una baja variabilidad genética
en estas secuencias.

3. Se construy6 un arbol filogendmico basado en el método de méxima verosimilitud
utilizando programas bioinformaticos y se establecié que factores como la presion
selectiva, el intercambio genético y la diversidad genética pueden afectar la
distribucion de los genes en el arbol filogenémico. También, hubo patrones
geograficos en la filogenia, con especimenes de S. aureus con MecA provenientes
principalmente de Alemania e Israel, y con gen blaZ de China y Estados Unidos.

4. El estudio proporciona una vision general de la historia evolutiva de los genomas
de S. aureus con genes de resistencia. La conservacion de MecA y blaZ sugiere
una presion selectiva constante. La transferencia horizontal y la variabilidad
geografica se destacan en la evolucién de estos genes. La interpretacion de la
agrupacion especifica del gen blaZ requiere la consideracion de multiples factores

como intercambio genético, presion selectiva y la diversidad genética.
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Figura 6 Arbol Filogenomico: Genomas de S. aureus que poseen genes de resistencia. Nombres de cepas de S. aureus resaltadas en color verde son

genomas que poseen el gen MecA y resaltadas en color rosa, poseen el gen blaZ.
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