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RESUMEN EJECUTIVO 

 

La presente investigación enfatiza la importancia del análisis de la resistencia 

antimicrobiana (RAM) tanto a nivel mundial como en Ecuador, centrándose en el 

análisis de dos secuencias de genoma completo de cepas de E. coli (62A y 17A) de 

origen ambiental, las cuales albergan genes de resistencia. La relevancia de este trabajo 

en la salud pública global es significativa, resaltando la urgencia de abordar esta 

problemática. 

Mediante la técnica de secuenciación Oxford Nanopore Technologies (ONT) y el uso 

de herramientas bioinformáticas, se logró una caracterización detallada de los 

cromosomas y plásmidos de las cepas. El análisis se llevó a cabo en la plataforma del 

Centro de Epidemiología Genómica (CGE-DTU), permitiendo identificar genes de 

resistencia, virulencia, plásmidos, tipos de secuencia, incluyendo la tipificación de 

secuencias multilocus (MLST). Además, se estudió el entorno genético mediante 

DiGAling y la filogenia a través del método cgMLST de la plataforma Galaxy, usando 

la herramienta iTOL para su visualización. 

Los resultados revelaron que ambas cepas tienen un tamaño genómico aproximado de 

4.8 Mb, y los genes de resistencia se localizaron en plásmidos tipo IncFII. También, 

comparten perfiles filogenéticos y resistencia a antibióticos, destacando 

particularmente a la cepa E. coli 17A, siendo la primera en Ecuador reportada con el 

gen blaOXA-48. Estos descubrimientos son vitales para la vigilancia y control de E. coli. 

Resaltando la importancia de un enfoque integrador de One Health, que considera la 

relación entre la salud humana, animal y ambiental; permitiendo crear estrategias 

coordinadas contra los desafíos de la resistencia a los antibióticos. 

 

Palabras clase: Biotecnología ambiental, bioinformática, análisis genómico, RAM, 

resistencia a colistina, resistencia a antibióticos, secuenciación de genoma completo 

(WGS), mcr-1, LARGs, blaOXA-48, Escherichia coli 
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ABSTRACT 

The present research emphasizes the importance of analyzing antimicrobial resistance 

(AMR) both globally and in Ecuador, focusing on the analysis of two complete 

genome sequences of E. coli strains (62A and 17A) of environmental origin, which 

harbor resistance genes. The relevance of this work in global public health is 

significant, highlighting the urgency to address this issue. 

Using the Oxford Nanopore Technologies (ONT) sequencing technique and 

bioinformatics tools, a detailed characterization of the chromosomes and plasmids of 

the strains was achieved. The analysis was carried out on the platform of the Center 

for Genomic Epidemiology (CGE-DTU), allowing the identification of resistance 

genes, virulence factors, plasmids, sequence types, including multilocus sequence 

typing (MLST). Additionally, the genetic environment was studied using DiGAling 

and phylogeny through the cgMLST method of the Galaxy platform, using the iTOL 

tool for visualization. 

The results revealed that both strains have an approximate genomic size of 4.8 Mb, 

and the resistance genes are located on IncFII type plasmids. They also share 

phylogenetic profiles and antibiotic resistance, particularly highlighting the E. coli 

17A strain, being the first in Ecuador reported with the blaOXA-48 gene. These 

discoveries are vital for the surveillance and control of E. coli, underscoring the 

importance of an integrated One Health approach, which considers the relationship 

between human, animal, and environmental health; allowing for coordinated strategies 

against the challenges of antibiotic resistance. 

 

Key words: Environmental biotechnology, bioinformatics, genomic analysis, AMR, 

colistin resistance, antibiotic resistance, whole genome sequencing (WGS), mcr-1, 

LARGs, blaOXA-48, Escherichia coli. 
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CAPÍTULO I.- MARCO TEÓRICO 

 

1.1. Antecedentes Investigativos  

 

1.1.1. Desarrollo e historia de los antibióticos  

 

La primera utilización del término “antibiótico” fue en 1941 por Selman Waksman, 

para denominar a cualquier molécula producida por un microorganismo durante su 

metabolismo, que elimina o inhibe el crecimiento de otro microorganismo sin ser 

tóxico para el hospedador (Uddin et al., 2021). En 1877, Louis Pasteur y J. L. Joubert 

describieron la competencia entre los microorganismos y propusieron que se realizara 

investigaciones adicionales para explorar sus usos (Cavaillon & Legout, 2022). No 

obstante, en 1889, el microbiólogo francés Jean Paul Vuillemin ya había creado el 

término “antibiosis” para referirse al efecto antagónico en el crecimiento de dos 

microorganismos (Dhingra et al., 2020). 

En la antigüedad, los efectos de los antibióticos eran conocidos de manera empírica 

desde 1.500 años a. C. por los médicos chinos (Zhou, 2023). Quienes registraron en 

sus escritos el uso de vendajes impregnados con una sustancia similar a un "moho" 

para acelerar la curación de heridas infectadas y forúnculos; pacientes y médicos por 

igual se asombraban del efecto casi milagroso de estos, en infecciones bacterianas 

graves (Johnson, 2021). En 1893, el primer antibiótico en forma de cristal puro duro 

y espumoso fue el ácido micofenólico, aislado por un médico y microbiólogo italiano, 

el Dr. Bartolomeo Gosio, a partir de Penicillium glaucum (más tarde conocido como 

P. brevicompactum), que inhibía el crecimiento de los bacilos del ántrax (Dhingra et 

al., 2020). Sin embargo, en 1939, René Dubos descubrió la gramicidina, el primer 

antibiótico probado clínicamente (Durand et al., 2019). 

A mediados del siglo XX, el descubrimiento de antibióticos consistía normalmente en 

cribar cultivos de organismos derivados del suelo, como los estreptomicetos, para 
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comprobar su actividad contra otros microorganismos (Quinn et al., 2020). Por lo que, 

el enfoque de cribado sistemático introducido por Paul Ehrlich, marcó el inicio de las 

estrategias para la exploración de medicamentos a partir de lo cual se desarrollaron 

múltiples antibióticos nuevos con mayor actividad y potencia (Acharya & Kurosu, 

2023). 

Este enfoque condujo al descubrimiento de las sulfamidas, concretamente la 

sulfonamidocrioidina (KI-730, Prontosil), que fue sintetizada por los químicos de 

Bayer Josef Klarer y Fritz Mietzsch y probada por Gerhard Domagk para determinar 

su actividad antibacteriana en una serie de enfermedades (Deuber et al., 2021). 

Mientras Domagk trabajaba en tinciones en la I. G. Farbenindustrie, descubrió que la 

sulfonamidocrisoidina y el prontosil rojo, si se inyectaba en ratones a los que 

previamente se les había administrados dosis letales de Streptococcus spp., les permitía 

sobrevivir con pocos o ningún efecto secundario perjudicial (Pai, 2021). Pues, en 

1935, cuando su hija se infectó con una cepa virulenta de Streptococcus spp., le 

administró prontosil a dosis basadas en sus resultados in vitro, la niña se recuperó y la 

noticia causó sensación en todo el mundo (Vanmeter & Hubert, 2023).  El prontosil 

parecía ser un precursor del fármaco activo, por lo que su parte activa, la sulfanilamida, 

no era patentable, ya que se utilizaba en la industria de los tintes hace algunos años 

(Paskins, 2021). 

Por su parte, en 1929, Alexander Fleming, médico inglés y profesor de bacteriología 

del Saint Mary, en Londres, observó que una colonia de estafilococos de un cultivo 

era destruida al contaminarse accidentalmente con un hongo (Penicillium notatum) 

(Kaderabkova et al., 2022). En base a ello, H. W. Florey, E.B. Chain, y su equipo de 

investigadores en Oxford, desarrollaron la técnica que les permitió producir el extracto 

purificado para el empleo clínico de la penicilina (Bruner et al., 2023). Los resultados 

de sus primeros trabajos se publicaron en 1940, lo que generó interés en el campo y 

promovió el trabajo sobre otros antibióticos que podrían ser útiles en los casos en los 

que la penicilina no lo fuera (Andersson et al., 2021).  

Los años cincuenta fueron otro periodo de grandes avances farmacológicos, en el que 

nació la quimioterapia antitumoral; se introdujeron nuevos antimicrobianos, como la 

6-mercaptopurina, el busulfato, entre otros (Hua et al., 2022). Por lo tanto, el uso de 
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la penicilina y las sulfonamidas señalo el comienzo de la “edad de oro” del 

descubrimiento de los productos antibióticos naturales; una nueva era en la gestión de 

la salud y las enfermedades humanas, y con ella, el problema de la resistencia a los 

antibióticos (Hutchings et al., 2019). 

 

1.1.2. Clasificación de los antibióticos 

 

Los antibióticos pueden clasificarse principalmente en varios grupos, los cuales 

corresponden a su origen, estructura química, mecanismo de acción y de resistencia 

bacteriana, según su efecto farmacológico y espectro de actividad (Pancu et al., 2021). 

 

1.1.2.1. Según su origen 

 

De acuerdo a su origen se clasifican tanto en compuestos naturales, semisintéticos y 

sintéticos (Pancu et al., 2021).  

 

• Antibióticos naturales 

 

Los antibióticos naturales son aquellos provenientes de microorganismos, entre 

algunos de los ejemplos se encuentran los presentados en la Tabla 1. 
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Tabla 1 Antibióticos de origen natural y su microorganismo 

Antibióticos de origen natural y su microorganismo 

Antibiótico Microorganismo 

Penicilina Penicillium notatum 

Tirotricina Bacillus brevis 

Vancomicina Streptomyces orientalis 

Gentamicina Micromonospora purpure 

Nota. En la tabla se presenta algunos de los ejemplos de antibióticos de origen natural 

con su respectivo microorganismo de origen. Hutchings et al., (2019, p. 75).  

 

•  Antibióticos semisintéticos y sintéticos 

 

Por otro lado, los antibióticos semisintéticos son aquellos provenientes de 

microorganismos estructuralmente modificados; presentan ventajas en cuanto a una 

mejor eficacia, menor toxicidad y amplio espectro de actividad bactericida, en 

comparación con los antibióticos de origen natural (Pan et al., 2022). Entre algunos de 

los antibióticos semisintéticos se encuentran: daptomicina, tigeciclina, dalbavancina y 

telavancina, oritavacina, entre otros (Van Groesen et al., 2022). En cuanto a los 

antibióticos sintéticos son aquellos obtenidos en laboratorio mediante síntesis química, 

como lo son la iboxamicina, isoniazida, pirazinamida, etambutol, entre otros (Lewis, 

2020). 
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1.1.2.2. Según su estructura química 

 

Se clasifican en siete grupos (𝛽 −lactámicos, tetraciclinas, macrólidos, sulfonamidas, 

quinolonas, aminoglucósidos y glucopéptidos) (Reis et al., 2020). 

 

1.1.2.3. Según el mecanismo de acción y de resistencia 

 

Entre los principales mecanismos se encuentra la síntesis de proteínas, de la pared 

celular, la desintegración de la membrana celular y la síntesis de ácidos nucleicos 

(O’Rourke et al., 2020). Respecto a los mecanismos de resistencia, se menciona que 

las bacterias han ido desarrollado cuatro tipos, entre ellas las bombas de eflujo, la 

inactivación de antibióticos, derivación de la diana y la modificación de la diana  

(Uluseker et al., 2021) (ver Figura 1). 
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Figura 1 Representación de los principales mecanismos de acción y de resistencia 

Representación de los principales mecanismos de acción y de resistencia 

 

Nota. Adaptado de “A review on Occurrence and Spread of Antibiotic Resistance in 

Wastewaters and in Wastewaters Treatment Plants: Mechanisms and Perspectives” 

(p.4) por Uluseker et al., 2021, Frontiers. 

 

1.1.2.4. Según su efecto farmacológico 

 

De acuerdo a su efecto farmacológico pueden ser bactericidas, es decir antibióticos 

que provocan la lisis de las células bacterianas mediante la obstrucción de la síntesis 

de la pared celular o inhibiendo la función de la membrana celular, tal es el caso de los 

β−lactámicos; mientras que el fundamento de los antibióticos bacteriostáticos se basa 

en inhibir el crecimiento de las células bacterianas, sin generar la muerte de las 

mismas, como por ejemplo las tetraciclinas (Baquero & Levin, 2021; Patil & Patel, 

2021).  
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1.1.2.5. Según su espectro de actividad 

 

Existen dos tipos de subclasificación. Los de amplio espectro son aquellos que 

muestran eficacia contra un amplio rango de bacterias, es decir tanto a Gram-positivas 

como las Gram-negativas. Mientras que los de estrecho espectro, se enfocan en un solo 

tipo de bacterias, ya sean Gram-positivas o solo Gram-negativas (Pancu et al., 2021).  

 

1.1.3. Uso de los antibióticos  

 

Los antibióticos son elementos fundamentales para el progreso de la medicina 

moderna, y resulta desafiante concebir el desarrollo continuo de los logros recientes 

en este campo sin su presencia (Miethke et al., 2021). Por lo que, desarrollar 

antibióticos inéditos en el siglo XXI ha representado un desafío de dimensiones 

significativas (Dutescu & Hillie, 2021). Los antibióticos se han establecido como uno 

de los métodos más exitosos para el manejo y control de enfermedades infecciosas 

(Chinemerem et al., 2022). No obstante, en los últimos 60 años estos fármacos han 

tenido una gran influencia y rápida implementación en los sectores veterinario y 

agrícola, debido a la demostrada eficacia como promotores de crecimiento y en la 

optimización del rendimiento de la alimentación animal (Callaway et al., 2021). 

Los antibióticos se utilizan cada vez más en todo el mundo en diferentes industrias 

(Waters et al., 2022). Por ejemplo, alrededor de dos tercios de los antimicrobianos 

producidos en el mundo se utilizan en animales destinados a la alimentación; se calcula 

que en el año 2010 fueron 63,151 toneladas y se espera que aumenten hasta 105,596 

toneladas para el año 2030, debido a que la mayoría de los animales se crían de forma 

intensiva (Alhaji et al., 2023). En América del Sur, la compra de antibióticos no 

requiere receta, resultando en que aproximadamente el 78% de los antibióticos en 

Latinoamérica se venden sin prescripción médica (Auta et al., 2019). 
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En el 2010, Ecuador reportó el primer caso de resistencia a los antimicrobianos, 

identificado en una cepa de Klebsiella pneumoniae que produce carbapenemasas; esta 

enzima, generada por dicha bacteria, impide la efectividad de los antibióticos 

carbapenémicos (Dirección Nacional de Vigilancia Epidemiológica, 2018; Romero 

et al., 2022). En este contexto, hasta 2017, el Instituto Nacional de Investigación en 

Salud Pública (INSPI) ha sido la única institución que ha realizado seguimiento a la 

resistencia bacteriana. Según su informe del Centro de Referencia Nacional de 

Resistencia a los Antimicrobianos, se han observado tasas preocupantes de resistencia 

en E. coli en infecciones urinarias comunitarias, con índices de resistencia a la 

ampicilina entre el 70.4 y el 87.2%. (Ross et al., 2020). 

En Ecuador, no se registran cifras actuales sobre resistencia a los antibióticos; sin 

embargo, el empleo y la sobreutilización de estos agentes antibacterianos han llevado 

a su vez a un incremento en las resistencias de los microorganismos (Dadgostar, 

2019). Por lo que, investigadores analizan también los principales focos de 

diseminación, ya que la liberación de antibióticos al medio ambiente y las 

consecuencias de la presencia de residuos antimicrobianos persistentes en los 

ecosistemas han sido objeto de numerosos estudios en todas las partes del mundo 

(Romero et al., 2022). Los cuales incluyen algunos entornos naturales, como los 

alrededores de las plantas farmacéuticas, las granjas y acuiculturas de animales; así 

como también los que reciben aguas residuales hospitalarias tratadas están 

constantemente expuestos a contaminantes que contienen antibióticos, lo que provoca 

la persistencia de concentraciones variables de antimicrobianos (ver Figura 2) 

(Serwecińska, 2020). 

 

 

 

 

 

 



9 

 

Figura 2 Diseminación de antibióticos 

Diseminación de antibióticos 

Nota. Adaptado de “Environmental Spread of Antibiotic Resistance” (p. 2), por 

Skandalis et al., 2021, Antibiotics, 10(640).  

 

1.1.4. Resistencia Antimicrobiana (RAM) 

 

La resistencia antimicrobiana (RAM) ha surgido como una de las amenazas más 

severas y alarmantes para la salud pública a nivel mundial (WHO, 2019b). Debido a 

que, conlleva a un aumento en el índice de morbilidad, mortalidad y mayor costo en 

atención médica en el sistema de salud a nivel mundial (Undurraga et al., 2023). De 

acuerdo con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP), en 

2019 se ha reportado 1.27 millones de muertes correspondientes a infecciones por 

resistencia a antibióticos (Bastidas et al., 2023). Y se estima que para el año 2050 se 

alcanzará una tasa de alrededor de 10 millones de muertes (WHO, 2019c).   
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Desafortunadamente, como resultado del empleo irresponsable de antibióticos tanto 

en prácticas del sector agrícola, humano, zootecnista y de otras fuentes antropogénicas, 

como efluentes de hospitales e industriales han contribuido en la diseminación de este 

tipo de medicamentos en el medio ambiente (Zahra et al., 2023). Convirtiéndose en 

las causas para el aumento de bacterias resistentes a los antibióticos (ARBs, del inglés 

antibiotic-resistance bacterias) y por ende la proliferación de sus genes de resistencia 

a los antibióticos (ARGs, del inglés antibiotic-resistance genes) (Bobate et al., 2023).   

Por lo que, la Organización Mundial de la Salud (OMS) emitió una lista de patógenos 

prioritarios, es decir bacterias resistentes a una amplia variedad de antibióticos, con la 

finalidad de impulsar la investigación y creación de nuevos antibióticos en respuesta a 

las necesidades actuales de la salud pública (Asokan et al., 2019). La lista se encuentra 

clasificada en prioridad crítica, alta y media correspondiente a la necesidad del 

desarrollo de nuevos antibióticos (Tacconelli et al., 2018) (ver Tabla 2). 

 

Tabla 2 Listado de patógenos prioritarios de acuerdo a su prioridad 

 Listado de patógenos prioritarios de acuerdo a su prioridad 

Prioridad Microorganismo Resistencia 

Crítica (I) Acinetobacter baumannii 

Pseudomonas aeruginosa 

Enterobacteriaceae 

Carbapenem 

Carbapenémicos 

Carbapenémicos 

 

Alta (II) Enterococcus faecium 

Staphylococcus aureus 

Vancomicina 

Meticilina 
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Prioridad Microorganismo Resistencia 

Helicobacter pylori 

Campylobacter spp. & 

Salmonellae 

Neisseria gonorrhoeae 

Claritromicina 

Fluoroquinolonas 

 

Cefalosporinas 

 

Media (III) Haemophilus influenzae 

Shigella spp. 

Ampicilina 

Fluoroquinolonas 

Nota. Asokan et al., (2019, p. 187). 

 

Por tanto, la OMS se ha encargado de adoptar estrategias para contener la evolución 

acelerada de microorganismos resistentes y evitar el desarrollo de nuevos mecanismos 

de resistencia. El desarrollo de un listado de compuestos antimicrobianos considerados 

de “Alta prioridad” el cual incluye a las cefalosporinas de amplio espectro, 

glicopéptidos, quinolonas, polimixinas, macrólidos, carbapenémicos, entre otros, con 

la finalidad de restringir su uso (Nang et al., 2019). 

 

1.1.4.1. Resistencia a Colistina 

 

La colistina es un antibiótico polipeptídico que pertenece a la familia de las 

polimixinas, el cual en los últimos años ha generado gran interés en el mundo, debido 

a la creciente prevalencia de bacterias Gram-negativas multirresistentes (MDR-GNB, 

del inglés Multidrug-resistant Gram-negative bacteria) (Abavisani et al., 2023). Esto 
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se debe a que tiene un espectro de actividad contra la familia de las 

Enterobacteriaceae, entre ellas E. coli, especies de Klebsiella, Citrobacter, Shigella y 

de Salmonella (Gogry et al., 2021). 

De acuerdo al listado “Antimicrobianos de importancia crítica para la salud de la 

OMS” se ha categorizado a la colistina dentro del grupo de prioridad crítica con factor 

3; es decir, es una clase de antimicrobiano utilizado para el tratamiento de personas 

que mantienen un expediente médico de pruebas extensas de transmisión de bacterias 

resistentes o de genes de resistencia, ya que es una opción terapéutica de último recurso 

para infecciones graves, especialmente para Enterobacterales que son resistentes a 

carbapenemasas (WHO, 2019a). La evolución de la resistencia a la colistina mediado 

por plásmidos es proveniente de genes móviles (mcr, del inglés mobile colistine 

resistance) en E. coli, esto debido al uso inapropiado de este antibiótico como 

promotor de crecimiento en pollos y cerdos; provocando una rápida notificación de 

genes mcr en cepas de E. coli en diferentes fuentes, tanto humanas, ambientales y 

agrícolas (Bastidas et al., 2023).  

En cuanto a la resistencia adquirida en las Enterobacteriaceae se puede dar mediante 

diferentes mecanismos, entre ellos se encuentra modulación cromosómica, bombas de 

eflujo (Gogry et al., 2021). Sin embargo, la mutación en los genes de síntesis de 

liposacáridos es uno de los mecanismos más comunes, ya que los genes mcr-1 

transfieren fosfoetanolamina (pEtN) al lípido-A en la membrana celular logrando una 

disminución en la carga de la superficie celular, y por tanto una menor afinidad de 

unión de la colistina a su sitio diana, por lo que gracias a esta modificación en la 

membrana se genera un mecanismo de resistencia contra los péptidos antimicrobianos 

(AMPs, del inglés Antimicrobial peptides) (Jangir et al., 2022).  

Finalmente, la amplia distribución de genes mcr en cepas de E. coli representa una 

amenaza para la salud pública alrededor del mundo. Por tanto, se requiere de una alta 

vigilancia y estudio a la colistina mediada por mcr-1, que permita conocer la dinámica 

del plásmido en un periodo largo de tiempo (Jiang et al., 2020).  
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1.1.4.2. Resistencia a Carbapenémicos  

 

Los carbapenémicos son un grupo de antibióticos de la familia de los β-lactámicos, 

bloqueadores de la biosíntesis de la pared celular (Armstrong et al., 2021). Son 

altamente efectivos contra infecciones Gram-negativas y Gram-positivas 

farmacorresistentes, ya que son considerados antibióticos de amplio espectro, lo que 

significa que son útiles contra una amplia gama de bacterias, incluyendo las que son 

resistentes a otros tipos de antibióticos (Malchione et al., 2019). Como tales, los 

carbapenémicos se reservan como antibióticos de último recurso (Long et al., 2019). 

Como se mencionó anteriormente, la OMS ha establecido un listado de 

microorganismos patógenos primordiales para la investigación y el desarrollo (I+D) 

de nuevos antibióticos, y dentro de esta lista, estos se encuentran en el grupo de 

prioridad 1, que se considera crítico, frente a microorganismos como A. baumannii, P. 

aeruginosa y Enterobacteriaceae (ver Tabla 2) (Terreni et al., 2021). 

Por lo que, la propagación mundial de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos 

(CRE, del inglés carbapenem-resistant Enterobacterales) se ha transformado en una 

cuestión relevante de salud pública, debido al rápido aumento de la prevalencia de 

genes que codifican carbapenemasas (Yao et al., 2022). Debido a que, la mayor parte 

de la resistencia a carbapenémicos es otorgada por enzimas que degradan estos 

antibióticos, conocidas como carbapenemasas, que se dividen en las clases A, B, C y 

D según la clasificación de Ambler  (Armstrong et al., 2021). 

Las carbapenemasas de categoría A (p.ej., KPC), son enzimas que se originaron 

inicialmente en la bacteria K. pneumoniae capaces de hidrolizar y desactivar los 

carbapenémicos, lo que lleva a la resistencia (Boueroy et al., 2022). Son 

particularmente preocupantes debido a su amplia capacidad de diseminación y su 

asociación con infecciones nosocomiales (Tamma et al., 2021). Por su parte, las 

carbapenemasas de clase B (p.ej., IMP, VIM, NDM), pertenecen a la familia de las 

metalo-β-lactamasas (MBL) (Senchyna et al., 2019), como la metalo-β lactamasa de 

Nueva Delhi (NDM-1) (Gu et al., 2022), o metalo-β-lactamasas (VIM) codificada por 

el integrón de Verona, las cuales se caracterizan por su capacidad de unirse y desactivar 
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los carbapenémicos mediante la adición de iones de zinc (Paveenkittiporn et al., 

2021). 

Por su parte, la clase C, se encuentra las serinas β-lactamasas AmpC (Ronni et al., 

2022). Por último, las enzimas carbapenemasas de la categoría D (por ejemplo, OXA-

48) son miembros de la familia oxacilinasa y poseen la habilidad para hidrolizar los 

carbapenémicos (CDC, 2019). Por lo tanto, los aislados bacterianos que albergan 

carbapenemasas a menudo son resistentes a múltiples clases de antibióticos, lo que da 

como resultado opciones de terapia limitadas (Kanj et al., 2022). 

 

1.1.5. Mecanismo de resistencia de E. coli 

 

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos de resistencia, como la resistencia 

intrínseca y extrínseca (Mancuso et al., 2021). La resistencia intrínseca de una bacteria 

frente a un antibiótico se debe a las propiedades estructurales o funcionales que 

poseen; una de ellas es la eliminación de antimicrobianos fuera de la célula mediante 

bombas de eflujo (Jian et al., 2021). Asimismo, se da mediante la permeabilidad de la 

membrana, y esto se debe a que las bacterias Gram-negativas poseen una bicapa 

externa hidrófoba, la cual actúan como barrera frente a los antibióticos, por lo que una 

alteración en la permeabilidad de la membra externa influye en la difusión de los 

antimicrobianos hidrofóbicos (Impey et al., 2020).  

Por otro lado, se presenta la resistencia adquirida a los antibióticos, la cual se alcanza 

por diferentes mecanismos como modificación o mutación del sitio objetivo, acción 

de enzimas inactivantes, cambios en la morfología celular, entre otros (Jian et al., 

2021). La modificación o mutación se presenta cuando las bacterias son capaces de 

modificar las dianas antibióticas, logrando intervenir en la concentración normal y por 

ende interviniendo en el efecto de los antibióticos (Zhang & Cheng, 2022). En cuanto 

a la acción de enzimas inactivantes o hidrolasas se basa en la modificación de la 

estructura del antibiótico, logrando que lleguen al sitio objetivo con un efecto 

inactivante (Egorov et al., 2018). Los cambios en la morfología celular significa que 
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el mecanismo de los antibióticos se adapta a los procesos de retroalimentación 

mecánica entre dos factores: morfología y crecimiento celular, logrando así una 

alteración en la capacidad de absorción de los antibióticos (Zhang & Cheng, 2022). 

 

1.1.6. Genes de resistencia a antibióticos de último recurso (LARGs) 

 

Los LARGs son genes que confieren resistencia a los antibióticos considerados de 

último recurso, es decir, aquellos antibióticos utilizados para tratar infecciones 

causadas por bacterias multirresistentes (Yang et al., 2022). Los LARGs pueden ser 

transmitidos entre bacterias de la misma especie a través de la transferencia horizontal 

de genes (HGT, del inglés horizontal gene transfer), también entre diferentes especies 

bacterianas (Arnold et al., 2022).  Por lo que, estos genes pueden encontrarse tanto en 

bacterias patógenas como en bacterias no patógenas que actúan como reservorios de 

resistencia; esto significa que los genes de resistencia pueden propagarse rápidamente, 

lo que contribuye a el surgimiento y propagación de bacterias con resistencia a varias 

categorías de antibióticos (Hassoun et al., 2020). 

Debido a ello, es importante conocer acerca de ciertos genes que confieren resistencia 

a antibióticos, en algunos casos hasta antibióticos de último recurso, como la colistina 

y carbapenémicos, donde, por ejemplo, se encuentran los genes tet(X4), mcr, blaNDM, 

blaOXA y blaKPC (Xiao et al., 2022). Estudios revelan que, el descubrimiento de genes 

de β-lactamasa y carbapenemasa co-localizados con mrc en el mismo plásmido 

conjugativo es lo más preocupante (Boueroy et al., 2022). Dado que, los patógenos 

Gram-negativos pueden adquirir ambos tipos de genes a los antibióticos por 

transmisión horizontal; la co-localización de estos genes con mrc ocurre comúnmente 

en los plásmidos IncHI2 y IncI2, y con menos frecuencia en IncFI e IncK2, y en los 

plásmidos híbridos IncX3- IncX4 (Yamamoto et al., 2020). 

Aun cuando, inicialmente se informó de que mcr era un gen de resistencia a la 

polimixina mediado por plásmido, mcr-1 se ha identificado en el cromosoma de cepas 

de E. coli y K. pneumoniae (Nang et al., 2019). El descubrimiento del gen mcr-1 ha 
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generado alarma global debido a su resistencia a la colistina, un antibiótico 

considerado como una última línea de defensa contra infecciones mortales causadas 

por bacterias Gram-negativas resistentes a múltiples fármacos, incluyendo a la familia 

de las Enterobacteriaceae (Lei et al., 2020). Actualmente, a nivel mundial se ha 

identificado diez variantes del gel mcr que van desde el mcr-1 a mcr-10, en bacterias 

provenientes de varias fuentes, incluyendo humanos, animales, alimentos, agrícolas y 

del ambiente (Hussein et al., 2021). Sin embargo, se desconocen en gran medida los 

posibles mecanismos de transmisión del gen mcr entre aislados de distintos orígenes y 

fuentes geográficas (Calero et al., 2023). 

Asimismo, los antibióticos β-lactámicos, como las penicilinas, las cefalosporinas, los 

monobactámicos y los carbapenémicos, se encuentran entre los antibióticos más 

recetados en todo el mundo (Pitout et al., 2020). Específicamente, los genes resistentes 

a carbapenémicos son de gran relevancia debido a las enzimas hidrolizantes que 

pertenecen al grupo similar a OXA-48 (Hendrickx et al., 2020). Estas enzimas están 

codificadas por alelos similares a blaOXA-48 y abundan entre los Enterobacterales en 

los Países Bajos en un 44%, seguidos de blaNDM con un 27% (Van der Zwaluw et al., 

2020).  

Además, los plásmidos más comunes que albergan blaOXA-48 pertenecen a la familia 

IncL/M, que son conjugativos y se han descrito para E. coli y K. pneumoniae 

(Hendrickx et al., 2020). Pues, la aparición de genes de resistencia a estos antibióticos 

como la colistina y productores de carbapenemasas transmitidos por plásmidos 

representa una amenaza importante para la salud pública.   
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1.1.7. Resistencia a Antibióticos en el contexto medioambiental 

 

El estudio de la resistencia antimicrobiana se ha enfocado en la dimensión clínica de 

la propagación de la resistencia bacteriana a los antibióticos; sin embargo, en los 

últimos diez años, ha habido un aumento en las investigaciones ambientales que 

analizan los aspectos cuantitativos y cualitativos de la descarga de antibióticos en el 

ambiente (Roy et al., 2021). Debido a, el uso masivo y abusivo de antibióticos, el cual 

acelera la evolución de las bacterias resistentes a los antibióticos (ARBs) y los genes 

resistentes a los antibióticos (ARGs) en el medio ambiente, lo que aumenta el riesgo 

de transmisión del resistoma ambiental a los seres humanos (Serwecińska, 2020). 

La OMS reconoce que las ARBs y los ARGs son contaminantes ambientales 

emergentes y una grave amenaza para la salud pública (Ondon et al., 2021). Por lo 

que, es importante destacar que la resistencia a los antimicrobianos es un problema 

multifacético y su contención requiere un enfoque del mismo tipo. Dado que, el 

concepto "One Health" pone de relieve la interacción entre la salud humana, animal y 

ambiental, y fomenta la colaboración entre las autoridades sanitarias que se ocupan de 

estos ámbitos para la contención de la RAM (Samreen et al., 2021). 

La evidencia científica sugiere que las bacterias y los genes resistentes están 

omnipresentes en el medio ambiente, y en el mecanismo de transferencia horizontal 

de genes, en particular, siendo los integrones los más comunes para la diseminación 

ambiental de la resistencia (Li & Zhang, 2022).  En este contexto, los antibióticos que 

permanecen en el medio natural pueden convertirse en una fuente de nutrientes para 

algunos grupos de microorganismos y degradarse; sin embargo, dicha biodegradación 

depende de varios factores, como la composición de la microflora, el pH, la 

temperatura y la humedad (biodegradación microbiana) (Yang et al., 2021). 

Además, el surgimiento y difusión de la resistencia a los antibióticos en reservorios 

ambientales pone en peligro la efectividad de todos los antibióticos (Roy et al., 2021). 

Las ARBs y los ARGs se diseminan en el medio ambiente, principalmente con el 

vertido de aguas residuales urbanas tratadas, el reciclaje de productos de desecho 

orgánico en la agricultura y, la escorrentía de campo que depende de la pluviometría 
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y el uso del suelo (Osińska et al., 2020). Puesto que, es probable que los ARGs 

también hayan evolucionado para cumplir otros propósitos además de proteger a las 

bacterias de los antibióticos; una posibilidad es que las funciones principales de los 

ARGs en el medio ambiente sean regular las respuestas inducidas por concentraciones 

subinhibitorias de antibióticos (Huijbers et al., 2019). 

Principalmente, los residuos de antibióticos, bacterias y genes resistentes ingresan a 

los ambientes terrestres y acuáticos a través del uso de residuos humanos y de animales 

(Wang et al., 2022). La contaminación del medio ambiente con bacterias fecales 

facilita el contacto físico y, en consecuencia, incrementa las posibilidades de 

intercambio genético entre las bacterias residentes en el ambiente y aquellas adaptadas 

al tracto intestinal de humanos o animales domésticos (Haenni et al., 2022). Ya que, 

muchas bacterias intestinales son reconocidas también por albergar elementos 

genéticos móviles (MGE, por sus siglas en inglés de mobile genetic elements), como 

plásmidos, elementos integrativos conjugativos o transposones, que pueden propiciar 

la obtención y transmisión de genes a patógenos (Larsson & Flach, 2022).  

Por ende, las aguas residuales también contribuyen a la resistencia antimicrobiana; los 

antibióticos persisten a través de los procesos de tratamiento de aguas residuales 

(Pärnänen et al., 2019). Los efluentes acaban en las aguas receptoras, mientras que 

los lodos residuales se utilizan como fertilizante; todas estas fuentes de antibióticos y 

cepas resistentes a antibióticos se hunden en las aguas superficiales y en el suelo 

agrícola, que las absorbe fácilmente (Faleye et al., 2019). Los cultivos se contaminan 

y sirven como vehículos para la transmisión de bacterias resistentes a la cadena 

alimentaria contribuyendo silenciosamente a las infecciones por la resistencia 

antibiótica o a la carga global de enfermedades al causar directamente brotes de 

enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) (Skandalis et al., 2021). 

Además de reducir el uso de antibióticos, varias estrategias, incluidos los tratamientos 

de aguas residuales y desechos orgánicos, y/o la gestión ambiental, pueden reducir la 

propagación de la resistencia y limitar la supuesta acción de los residuos de 

antibióticos en las comunidades microbianas (Nadimpalli et al., 2020). Por su parte, 

las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) están diseñadas para tratar 

materia orgánica y nutrientes, pero pueden tener eficiencias variables en cuanto a la 
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eliminación de contaminantes como residuos de antibióticos, ARB, ARG y MGE 

(Goulas et al., 2020). 

 

1.1.8. Tecnología De Secuenciación De Próxima Generación  

 

1.1.8.1. Secuenciación del Genoma Completo (WGS)  

 

La secuenciación del genoma completo (WGS del inglés, whole sequencing genome) 

es una herramienta que permite conseguir la secuencia completa de una muestra de 

ADN,  obteniendo una amplia diversidad genética (Dash & Das, 2022). Debido a que, 

la WGS proporciona información para la caracterización de las bacterias es 

ampliamente utilizado en el estudio de la RAM, ya que otorga información acerca de 

la presencia de los genes conocidos y las posibles mutaciones asociadas a la 

resistencia. Sin embargo, una de las desventajas de la WGS es que en investigación 

permite identificar e interpretar únicamente genes o mutaciones conocidos o similares 

(WHO, 2020). La viabilidad del análisis mediante WGS se encuentra vinculado a las 

tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS, del inglés Next- 

Generation Sequencing) debido a que se requiere de recursos computacionales y 

bioinformáticos, de alto nivel que permitan analizar datos de secuencias grandes y a la 

vez complejas (Yin et al., 2019).  

 

1.1.8.2. Oxford Nanopore Sequencing  

 

Desde la secuenciación Sanger, las tecnologías de secuenciación de próxima 

generación como Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore (ONT, del inglés 

Oxford Nanopore Technologies) han evolucionado significativamente para 

proporcionar una mayor producción de datos, eficiencias y aplicaciones (Hu et al., 
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2021).  En cuanto a, ONT es una de las tecnologías más recientes que ha sido 

descubierta por David Deamer, Harvard George Church y Daniel Branton 

proporcionando en el año 2014 el primer secuenciador de nanoporos denominado 

MinION (Vasiljevic et al., 2021).  

Esta tecnología se fundamenta en nanoporos proteicos que se encuentran integrados a 

una membrana eléctricamente resistente (Sun et al., 2022). Además, este sistema 

cuenta con una proteína motora que se encuentra adjunta en la parte superior del 

nanoporo, la cual cumple una actividad helicasa, es decir que permite que la doble 

cadena de ADN o ARN se convierta en una molécula de una sola hebra para que 

atraviese el nanoporo (Jurkowski, 2020). A medida que se ejerce voltaje para que la 

molécula atraviese el poro se genera un cambio en la velocidad de translocación lo que 

corresponde a la determinación de la secuencia de nucleótidos, la cual se decodifica 

mediante el uso de programas computacionales (Wang et al., 2021) (ver Figura 3). 

 

Figura 3 Fundamento de Oxford Nanopore Technologies 

Fundamento de Oxford Nanopore Technologies 

 

Nota. Adaptado de “A pandemic in the age of next- generation sequencing” (p.12), por 

Beckett et al., 2021, The Biochemist, 10(15). 
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1.1.8.3. Beneficios Y Limitaciones de ONT  

 

Esta tecnología, en cuanto a sus beneficios se caracteriza por ser portátil, de bajo costo 

y capaz de superar los problemas que surgen con las lecturas cortas, como las 

repeticiones de todo el genoma y la detección de variantes estructurales. Puesto que, 

permite la secuenciación de hebras muy largas de ADN o ARN, lo que indica una 

ventaja para realizar el ensamblaje de genomas que posiblemente anteriormente era 

considerado inaccesible mediante los métodos de secuenciación de lectura corta 

(Wilson et al., 2019).  

De igual forma, es una tecnología que se destaca debido a que permite obtener la 

secuenciación en tiempo real, lo que conlleva a una disminución de tiempos 

(MacKenzie & Argyropoulos, 2023). Por otro lado, las limitaciones de esta técnica 

en comparación con los métodos de segunda generación es la precisión de las lecturas, 

debido a una tasa de error alta, la cual cabe destacar que continúa mejorando con el 

tiempo, particularmente con los avances en el análisis de software (Delahaye & 

Nicolas, 2021).  

 

1.1.9. Herramientas Bioinformáticas  

 

Las herramientas bioinformáticas facilitan el ensamblaje o mapeo de lecturas, a la 

secuencia del genoma de referencia (Olawoye et al., 2020). En sí, las herramientas 

bioinformáticas son aplicaciones computacionales o algoritmos diseñados para 

analizar e interpretar datos biológicos, en particular conjuntos de datos a gran escala 

generados por tecnologías de alto rendimiento (Schwengers et al., 2020). Estas 

herramientas facilitan el almacenamiento, la recuperación, la organización y el análisis 

de la información biológica y, en última instancia, ayudan a los investigadores a 

comprender procesos biológicos complejos (Chen et al., 2020). 
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1.1.9.1. Galaxy Project 

 

Galaxy es una plataforma web de código abierto para la investigación intensiva de 

datos (Tyryshkina et al., 2019). Este software consta de varios componentes: un 

repositorio integrado de herramientas para una amplia gama de estudios biomédicos, 

incluidos el análisis de secuencias y variantes, la metagenómica, la proteómica y la 

transcriptómica (Afgan et al., 2022). Permite el análisis exploratorio de datos 

utilizando las herramientas integradas a través de una interfaz web; una multitud de 

instalaciones especializadas de la aplicación web (Jalili et al., 2021). 

 

1.1.9.2. Proksee Genome Analysis  

 

Proksee es un sistema utilizado para ensamblar, anotar, analizar y visualizar genomas 

bacterianos (Grant et al., 2023).  

 

1.1.9.3. PlasmidFinder  

 

PlasmidFinder es un servidor web utilizado para detectar y clasificar plásmidos en 

secuencias genómicas completas de Enterobacteriaceae, específicamente empleada 

para identificar la presencia de plásmidos en aislados de E. coli (Carattoli & Hasman, 

2020). 
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1.1.9.4. ResFinder 

 

ResFinder es una herramienta de bioinformática diseñada para localizar genes de 

resistencia íntegros y/o variaciones genéticas cromosómicas particulares que provocan 

resistencia a antimicrobianos en secuencias de ADN bacteriano, ya sean contigs, 

cromosoma o secuencias completas (Florensa et al., 2022). Proporciona análisis 

bioinformáticos basados en la web, abiertos y de fácil acceso en la plataforma CGE 

(Verschuuren et al., 2022). 

 

1.1.9.5. DiGAlign 

 

DiGAlign (Dynamic Genomic Alignment) es una herramienta avanzada para 

visualizar alineamientos genómicos, mejorando las capacidades ya presentes en 

ViPTree. Esta herramienta realiza alineaciones detalladas, ya sean de nucleótidos 

(usando BLASTn) o de aminoácidos (mediante tBLASTx), a partir de secuencias de 

nucleótidos ingresadas. Estas alineaciones se muestran de manera interactiva, 

permitiendo a los usuarios crear figuras de alta calidad listas para ser publicadas. 

DiGAlign también puede mostrar predicciones de genes y sus funciones, las cuales 

pueden ser generadas por el propio DiGAlign o suministradas por el usuario. Esta 

herramienta facilita de manera efectiva la visualización personalizada en estudios de 

genómica comparativa y análisis estructural del genoma (Liu et al., 2023)..  

 

1.1.9.6. iTOL 

 

iTOL (Interactive Tree of Life) es una herramienta online que permite visualizar, 

manipular y realizar anotaciones en los árboles filogenéticos resultantes (Aldea et al., 

2022).  
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1.2. Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo General 

 

Analizar el genoma de Escherichia coli portadoras de genes de resistencia mcr-1 y 

blaOXA-48 de origen ambiental ecuatoriano utilizando secuenciación de tercera 

generación 

 

1.2.2. Objetivos Específicos  

 

▪ Obtener secuencias de genoma completo de E. coli portadoras de genes de 

resistencia mcr-1 y blaOXA-48 de origen ambiental de Ecuador utilizando 

secuenciación de tercera generación. 

 

▪  Examinar el entorno genético de los genes mcr-1 y blaOXA-48 en las secuencias 

de genoma completo de las cepas de E. coli analizadas.   

 

▪ Evaluar la filogenia de secuencias de genoma completo de cepas de E. coli de 

aislamientos de diferentes orígenes.   
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2. CAPÍTULO II.- METODOLOGÍA 

 

2.1. Materiales  

 

Tabla 3 Materiales utilizados en la ejecución del proyecto de investigación 

Materiales utilizados en la ejecución del proyecto de investigación 

Material Cantidad 

Reactivos 

PureLink® Genomic DNA Kit 1 

Agar MacConkey 500 g 

Agar Luria Bertani (LB) 500 g 

Etanol 70% 1 L 

Material fungible 

Micropipeta (0.5 – 10 𝜇𝐿) 1 

Micropipeta (20-200 𝜇𝐿) 1 

Micropipeta (100-1000 𝜇𝐿) 1 
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Material Cantidad 

Puntas de 0.5 – 10 𝜇𝐿 con filtro 1 rack (96 

unidades) 

Puntas de 20 – 200 𝜇𝐿 con filtro 1 rack (96 

unidades) 

Puntas de 100 – 1000 𝜇𝐿 con filtro 1 rack (96 

unidades) 

Asas de inoculación 3 

Mechero Bunsen 1 

Cajas Petri 50 

Tubos de ensayo con tapa rosca 10 

Microtubos de 1.5 mL 500 

Tubos de 0.2 mL para PCR 500 

Espátula 1 

Equipos de laboratorio 

Autoclave 1 
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Material Cantidad 

Balanza analítica 1 

Cabina de flujo laminar bioseguridad 2 1 

Centrífuga 1 

Vórtex 1 

Incubadora 1 

Cámara de electroforesis 1 

Nevera (4ºC) 1 

Congelador (-20ºC) 1 

Equipos tecnológicos   

Computador portátil  2 

Router para internet 1 
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Tabla 4 Recursos informáticos 

Recursos informáticos 

Recursos  Desarrollador 

Base de datos: 

  

NCBI  Biblioteca Nacional de Medicina, Departamento de Salud y 

Servicios Humanos EE. UU, Gobierno Federal de los 

EE.UU.  

Herramientas  

bioinformáticas:  

Plataforma CGE Grupo de Investigación para la Epidemiología Genómica del 

Instituto Nacional de Alimentos, Universidad Técnica de 

Dinamarca (DTU). 

Galaxy Project Laboratorio de Nekrutenko en el Centro de Genómica 

Comparada y Bioinformática de Penn State, Laboratorio 

Taylor de la Universidad Johns Hopkins y el Laboratorio 

Goecks de la Universidad de Salud y Ciencias de Oregón 

Proksee Genome Canadá y Genome Alberta. 

DiGAlign Laboratorio de Ciencias Químicas de la Vida, Centro de 

Bioinformática, Instituto de Investigación Química, 

Universidad de Kioto, Japón. 
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Recursos  Desarrollador 

BacWGSTdb Instituto de Medicina Traslacional, Universidad de 

Zhejiang, China 

BV-BRC El Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades 

Infecciosas (NIAID del inglés National Institute of Allergy 

and Infectious Diseases) 

iTOL Ivica Letunic y Peer Bork (Letunic & Bork, 2021). 

 

2.2. Métodos  

 

La investigación presente, propuso llevar a cabo un análisis de las secuencias de 

genoma completo de cepas de E. coli portadoras de genes de resistencia mcr-1 y 

blaOXA-48 provenientes de origen ambiental ecuatoriano, utilizando secuenciación de 

tercera generación. La secuenciación fue realizada siguiendo la tecnología Oxford 

Nanopore en Buenos Aires-Argentina. 

 

2.2.1. Obtención de secuencias de genoma completo de E. coli portadoras de 

genes de resistencia mcr-1 y blaOXA-48 de origen ambiental de Ecuador 

utilizando secuenciación de tercera generación 

 

2.2.1.1. Generación de biomasa de los aislamientos  

 

Se utilizó aislamientos de la bacteria E. coli, pertenecientes al banco de 

microorganismos del grupo UTA RAM - One Health. En los cuales, previamente 
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fueron detectados la presencia de genes de resistencia móvil a colistina (mcr-1) y 

carbapenémicos (blaOXA-48), muestreados del Río Cutuchi y del Canal Latacunga-

Salcedo-Ambato, respectivamente. Estos aislamientos de origen ambiental, se los 

sembró en agar MacConkey por estriado. Posterior, se incubó en overnight a una 

temperatura de 37° C.  Se tomó de 1 a 2 colonias para su inoculación en medio de 

cultivo Caldo LB (Luria Bertani) en tubos de ensayo estériles. Dichos tubos se llevaron 

a incubación a una temperatura de 37°C durante 18-24 horas (Luo & Matthews, 

2023).  

 

2.2.1.2.  Extracción de ADN del E. coli mediante Genomic DNA Mini Kit  

 

Para la extracción de ADN se utilizó el kit comercial Genomic DNA Mini Kit, para la 

realización del mismo se siguió el protocolo para bacterias Gram-negativas, según 

especificaciones del fabricante 

(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/purelink_genomic_man.pdf) 

(Life Technologies, 2013).  

 

2.2.1.3. Secuenciación del genoma completo de E. coli usando ONT 

 

El ADN bacteriano fue secuenciado como parte de la beca del Programa de 

Biotecnología para América Latina y el Caribe de la Universidad de las Naciones 

Unidas (UNU Biolac), adjudicada al Dr. William Calero, en los laboratorios del 

Instituto de Biociencias, Biotecnología y Biología Traslacional (iB3) de la Universidad 

de Buenos Aires, liderados por la Dra. Laura Kamenetzky. La secuenciación se realizó 

usando un kit de secuenciación de ligación (SQKRAD004, Oxford Nanopore 

Technologies, Oxford, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del proveedor. Las 

bibliotecas de ADN se secuenciaron usando celdas de flujo PromethION Flow Cell 

Packs (R10.4.1) durante 16 horas en un secuenciador PromethION 2 Solo (Oxford 

Nanopore Technologies). Los archivos fast5 obtenidos pasaron por un proceso de 
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basecalling SUP. Finalmente, los archivos fastq resultantes fueron analizados en el 

Laboratorio de Investigación en Patógenos de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en 

Alimentos y Biotecnología (FICIAB). 

 

2.2.1.4. Evaluación de la calidad de las secuencias genómicas 

 

Consiguientemente, con los archivos fastq se los filtró empleando el software Filtlong, 

lo que ayudó a examinar la calidad y realizar el filtrado de las secuencias largas de 

ONT. Posterior, con los archivos filtrados, se realizó una comparación entre estos con 

los archivos crudos, mediante NanoComp. El cual determinó el efecto del filtrado en 

el tamaño, calidad y cantidad de las lecturas, los resultados de dicha comparación se 

pueden ver en el Anexo 3 y 4. Por tanto, se obtuvo los parámetros de calidad y cantidad 

necesarios para ser caracterizados corroborando que el gDNA está apto. 

 

2.2.1.5. Caracterización de secuencias de E. coli mediante CGE 

La tipificación in silico de las WGS de E. coli se realizó en el sitio web del Centro de 

Epidemiologia Genómica (CGE, del inglés Center for Genomic Epidemiology) 

(https://www.genomicepidemiology.org/services/).  

 

• Identificación de plásmidos  

 

Previo a la identificación de plásmidos, se separó el cromosoma de la secuencia de 

genoma completo, formando un nuevo archivo FASTA únicamente con los contigs 

correspondientes a los plásmidos. Posterior se cargó dichos documentos a la 

herramienta PlasmidFinder, la cual identificó el tipo de plásmido y el porcentaje de 

identidad al que corresponde cada secuencia.  

 

https://www.genomicepidemiology.org/services/
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• Identificación de genes de resistencia a mrc-1 y carbapenémicos blaOXA-48   

 

Para la identificación de genes de resistencia se cargó los archivos FASTA de las 

secuencias del genoma completo de E. coli a la herramienta ResFinder, la cual permitió 

la identificación de genes de resistencia que median en las secuencias y además 

conocer en que contig de la misma se encontraban los genes de interés tanto para mrc-

1 como para blaOXA-48. 

 

 

• Tipificación de secuencias multilocus (MLST) 

 

Para la tipificación multilocus de secuencias (MLST, del inglés multilocus sequence 

typing) se empleó la herramienta MLST. Se escogió la clase de microorganismo al que 

corresponde, en este caso “Escherichia coli #1” para obtener el esquema de Achman 

y “Escherichia coli #2” para el esquema de Pasteur. Se cargó los archivos en formato 

FASTA y se obtuvo los resultados, los cuales se pueden ver en el Anexo 5, 6, 7 y 8 

(CGE, 2022). 

 

2.2.1.6. Ensamblado y pulido de secuencias de mcr-1 y blaOXA-48   

 

Para el ensamblado de las secuencias se subió el archivo filtrado en formato fastq y se 

empleó la herramienta “flye” de la plataforma web Galaxy Project, el cual es un 

ensamblador de novo para lecturas largas y que son propensas a errores (Koning et al., 

2020). Posterior, se realizó el pulido de los ensamblados mediante la herramienta 

“Medaka” la cual es una herramienta que utiliza una red neuronal y cuenta con 

combinaciones específicas a la química de ONT (Wick et al., 2023); de la misma se 

obtuvo el archivo en formato fasta de las secuencias ensambladas.  
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2.2.2. Examinación del entorno genético de los genes mcr-1 y blaOXA-48 en las 

secuencias de genoma completo de las cepas de E. coli analizadas 

 

 

2.2.2.1. Examinación del entorno genético mediante DiGAlign 

 

Para la comparativa de los plásmidos que contienen el gen blaOXA-48 y mcr-1 se utilizó 

DiGAlign (Dynamic Genomic Alignment) (https://www.genome.jp/digalign/)  (Liu et 

al., 2023). Pues, esta herramienta permitió realizar las alineaciones detalladas de 

nucleótidos, usando BLASTn, de esta forma mostró predicciones de los genes, 

elementos y proteínas que se encontraban cercanos de los genes de interés.  

 

2.2.3. Evaluación filogenética de secuencias de genoma completo de cepas de E. 

coli de aislamientos de diferentes orígenes   

 

2.2.3.1.  Descarga de secuencias del genoma completo de diferente origen 

mediante el NCBI 

 

Las secuencias de genoma completo, se descargó del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI, del inglés Nacional Center for Biotechnology Information) en 

formato FASTA, las mismas se almacenaron en una carpeta con el siguiente formato: 

BioSample_país_año de colección (Ejem: SAMN30467461_Switzerland_2022). En el 

Anexo 17 y 18 se encuentra especificado la matriz con el país de origen, fecha de 

aislamiento, fuente de aislamiento, código de BioSample y el código de ensamblaje.   

Para el posterior análisis de la filogenia se descargaron 149 secuencias de genoma 

completo de aislamientos de E. coli originarios de 15 países, para comparar e 

identificar las diferencias existentes entre los genomas tomados del NCBI y conocer 

la relación que existe con el aislamiento de origen ecuatoriano que contiene el gen 

blaOXA-48. Considerando la cantidad y diversidad de secuencias de genoma completo 

https://www.genome.jp/digalign/
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de E. coli portadora del gen mcr-1 de origen ecuatoriano, se tomaron 57 secuencias 

disponibles en este origen. Todas las secuencias corresponden a diferente origen 

(clínico, ambiental, animal y alimentario) y año de colección. 

 

2.2.3.2. Evaluación de la presencia de genes de resistencia a antibióticos y 

virulencia mediante BacWSTdb. 

 

Para el análisis de la presencia de ARGs y genes de virulencia se utilizó la base de 

datos BacWSTdb (http://bacdb.cn/BacWGSTdb/Tools.php) en la herramienta 

“Análisis genómico múltiple”. Para su utilización, se analizaron por países las 

secuencias, se filtró por especie, en este caso E. coli, en el caso se las secuencias de 

blaOXA-48 se utilizó el genoma de referencia 127_CP02337_ST46 y para mcr-1 se 

utilizó el genoma de referencia MG_1655_U00096_ST10 (el genoma de referencia se 

obtuvo por medio del tipo de secuencia del MLST) y se seleccionó el esquema 

cgMLST para obtener una filogenia preliminar. Se obtuvieron tanto los archivos con 

los genes de resistencia y genes de virulencia, los cuales serían utilizados para la 

elaboración de las tablas de metadatos, para complementar los árboles filogenéticos.  

 

2.2.3.3. Elaboración del árbol filogénetico mediante Galaxy Sciensano con la 

herramienta cgMLST. 

 

Para la elaboración los árboles filogenéticos, se empleó el método de secuencia 

multilocus del genoma central (cgMLST, del inglés core genome multilocus sequence 

typing), el cual es una ampliación del concepto de MLST. Sin embargo, este se basa 

en un conjunto fijo de loci del genoma para obtener una relación filogenética mucho 

más específica (Palma et al., 2022). Por lo que, para este fin se utilizó la plataforma 

bioinformática Galaxy Sciensano (https://galaxy.sciensano.be/root) (de Koning et al., 

2020). Se importaron las secuencias en formato fasta previamente descargadas de 

NCBI incluidas las secuencias propias y se realizó una colección de todos los datos. 
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Posterior, se utilizó la herramienta Multi Locus Sequence Typing (MLST-BLAST) 

para el análisis de cgMLST de forma individual. Finalmente, se empleó la herramienta 

“MLST phylogeny” para la obtención del árbol filogenético en formato NWK. 

 

2.2.3.4. Visualización y anotación de árbol filogenético mediante iTOL  

 

Finalmente se utilizó el programa iTOL (Interactive Tree of Life) 

(https://itol.embl.de/) para la visualización y anotación (Aldea et al., 2022). A la 

herramienta se subió el archivo en formato NWK y posterior se realizó las diferentes 

anotaciones tanto de la tipificación MLST de Achtman y de genes de resistencia como 

de virulencia. 
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3. CAPÍTULO III.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Análisis y discusión de los resultados  

 

3.1.1. Análisis de secuencias mediante de herramientas bioinformáticas  

 

El análisis de secuencias de genoma completo de los aislamientos se realizó mediante 

el empleo de una amplia variedad de plataformas y bases de datos bioinformáticas, 

entre ellas: NCBI, GenBank, herramienta básica de búsqueda de alineación local 

(BLAST, del inglés Basic Local Alignment Search Tool), Base de Datos Nacional de 

Organismos Resistentes a Antibióticos (NDARO, del inglés National Database of 

Antibiotic Resistant Organisms), Enterobase, pubMLST, Microreact, BacWGSTdb, 

Centro de Recursos Bioinformáticos para Bacterias y Virus (BV-BRC del inglés 

Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center), CGE, DiGAlign, iTOL, y 

Proksee. Los resultados de la caracterización de los aislamientos de origen ambiental 

de E. coli son presentados seguidamente.   

 

3.1.1.1. Análisis de secuencias de genoma completo 

 

En este proyecto de investigación, se examinaron dos secuencias de genoma completo 

de cepas de E. coli de Ecuador que se originan en el entorno ambiental, utilizando 

secuenciación de tercera generación, las cuales fueron seleccionadas en base a un 

estudio preliminar que identificó la presencia de genes de resistencia móvil a colistina 

(mcr-1) en la cepa de E. coli 62A, y carbapenémicos (blaOXA-48) en la cepa E. coli 17A 

(Jerez & Lagla, 2023); muestreados del río Cutuchi, y del Canal Latacunga-Salcedo-

Ambato, respectivamente. Las características de las secuencias de los genomas 

completos de los aislamientos analizados se visualizan en la Tabla 5. 
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Tabla 5 Determinación de las secuenciaciones del genoma completo de 2 cepas de E. coli de origen ambiental de Ecuador portadoras de genes de resistencia mcr-1 y blaOXA-48 

Determinación de las secuenciaciones del genoma completo de 2 cepas de E. coli de 

origen ambiental de Ecuador portadoras de genes de resistencia mcr-1 y blaOXA-48 

Aislamiento E. coli 62A E. coli 17A 

Año de aislamiento 2022 2022 

Tipo de muestra Ambiental Ambiental 

Ubicación geográfica Latacunga – Cotopaxi Salcedo – Cotopaxi 

Lugar Río Cutuchi Canal L-S-A 

Coordenadas 0°54'45.0"S 

78°37'19.6"W 

1°02'07.2"S 

78°37'11.8"W 

Código L-RC-PR3 A-C4-2 

Gen de resistencia a 

antibióticos emergente 

detectado 

mcr-1 blaOXA-48 

Tamaño del genoma (pb) 4,874,759 4,833,401 

Contigs 4 3 

Porcentaje G+C (%) 50.73 50.80 

Contigs N50 (bp) 4,597,891 4,662,504 
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Aislamiento E. coli 62A E. coli 17A 

Contigs L50 (bp) 1 1 

CDS 4,867 4,804 

tRNA 87 88 

rRNA 23 22 

Completitud (%) 99.9 100 

Contaminación (%) 0.1 0 

No. Acceso BioSample 

(NCBI) 

SAMN38765677 SAMN38767694 

 

La predicción de la calidad del genoma completo se basa en datos estadísticos que 

abarcan diversos aspectos, como el número total de lecturas (reads), el contenido de 

guanina-citosina (%GC), el número de contigs, contigs N50 (ver Anexo 1 y 2) y L50, 

así como el porcentaje de completitud y contaminación del genoma (Goldstein et al., 

2019). Se obtuvo el tamaño de las secuencias de los genomas, para la cepa E. coli 62A 

es de 4.87 Mb, y para la cepa E. coli 17A de 4.83 Mb. En el caso de E. coli, sus 

genomas cubren rangos variables de tamaño entre 4.5 a 5.5 Mb (Hozzari et al., 2020). 

Existe una correlación directa con respecto al tamaño del genoma de E. coli y su 

patogenicidad; esta característica de las cepas de E. coli representa la plasticidad del 

genoma, que le confiere una diversidad de patogénesis (Mageiros et al., 2021).  

En cuanto a, la cepa E. coli 62A utilizando secuenciación de tercera generación, se 

identificó la presencia de 4 contigs, el cual representa a un cromosoma y tres 
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plásmidos, encontrándose en el contig 1 correspondiente a un plásmido al gen de 

resistencia mcr-1. Por su lado, en la cepa de E. coli 17A, se identificó 3 contigs, 

correspondiente a un cromosoma y dos plásmidos; detectándose en el contig 3 el gen 

de resistencia a carbapenémicos en estudio, blaOXA-48. En base a estos resultados, se 

consiguió ensamblar por separado a los componentes genómicos del ADN bacteriano, 

lo cual constituye una ventaja significativa de la tecnología ONT en comparación con 

las tecnologías NGS basadas en lecturas cortas, en las cuales se dificulta 

considerablemente el ensamblaje de las lecturas, y su identificación a nivel 

cromosómico o plasmídico (Calero et al., 2023).  Sin embargo, una limitación actual 

de la secuenciación ONT es su menor precisión de lectura en comparación con las 

tecnologías de lectura corta, cuyos índices de Phred (Q) suelen ser notablemente más 

altos. No obstante, esta precisión ha mejorado a medida que la tecnología ONT se 

desarrolla, alcanzando un porcentaje del 99.5% (Q23) de precisión utilizando flowcells 

R10.4.1, el kit Ligation Sequencing Kit V14, y el basecalling SUP (Oxford Nanopore 

Technologies, 2023).  

El porcentaje total de contenido de GC se utiliza como un indicador para evaluar la 

calidad. El contenido promedio de GC en el genoma de E. coli K12, una cepa modelo 

ampliamente estudiada, es de aproximadamente 50.79%. Esta cifra se basa en la 

longitud del cromosoma de esta cepa, que es de aproximadamente 4,639,675 pb 

(Browning et al., 2023). Realizando una comparación con los datos bibliográficos y 

los datos obtenidos de la cepa E. coli 62A (4,597,891 pb) y E. coli 17A (4,662,504 pb) 

con el porcentaje de CG de 50.73 y 50.83, respectivamente; se encuentran dentro del 

rango esperado. En lo que respecta al impacto de la contaminación en la secuenciación, 

los estudios realizados en ONT han revelado hallazgos prometedores. Se ha 

comprobado la posibilidad de identificar con éxito variantes en situaciones donde el 

nivel de contaminación entre muestras supera el 5%, y eliminar efectivamente in silico 

a los fragmentos contaminantes (Freed et al., 2021). Este dato es especialmente 

significativo, al considerar que la cepa E. coli 62A, presentó un nivel de contaminación 

tan bajo como el 0.1%, valor el cual no representa una preocupación considerable en 

este contexto. En el caso del genoma de la cepa E. coli 17A, no fue detectada la 

presencia de contaminación.  
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3.1.1.2. Caracterización de secuencias de genoma completo (WGS) de E. coli 

portadores de gen mcr-1 y blaOXA-48 utilizando secuenciación de tercera 

generación.  

El enfoque central de este objetivo se basó en la tipificación de las secuencias de 

genoma completo de dos aislamientos: E. coli 62A y E. coli 17A portadoras de genes 

de resistencia mcr-1 y blaOXA-48, respectivamente; mediante secuenciación de tercera 

generación (TGS, del inglés Third Generation Sequencing). El empleo de TGS 

posibilitó superar uno de los desafíos inherentes a la secuenciación de lecturas cortas, 

que se caracteriza por la alta cantidad de contigs y la dificultad para obtener secuencias 

a nivel cromosómico y de plásmidos; permitiendo mejorar la calidad de ensamblaje y 

análisis del genoma (Athanasopoulou et al., 2022). 

Mediante el empleo de las herramientas del sitio web CGE se determinó el tipo de 

secuencia (ST, del inglés sequence type) del MLST/pMLST, el tamaño en pares de 

bases (pb), el tipo de plásmido, genes de resistencia y genes de virulencia para ambos 

aislamientos, correspondientemente. En el caso de la cepa E. coli 62A se determinó 

que pertenece al ST10, mientras que en cuanto a los plásmidos se determinó que el 

pMLST únicamente se obtuvo para el contig 03, el cual tiene un perfil [F33:A-:B-]. 

De igual forma, se observó la presencia del gen de resistencia mcr-1 en el contig 1 y 

el tipo de plásmido identificado corresponde a IncFII (ver Tabla 6). Por otro lado, se 

identificó que el genoma de la cepa E. coli 17A corresponde a ST46; lo que concierne 

al pMLST, se realizó exclusivamente para el contig 03 proporcionando el perfil 

[F1:A6:B20]. Igualmente, en el contig 03 se estableció la presencia del gen de 

resistencia blaOXA-48, y el tipo de plásmido fue IncFII (ver Tabla 7). 

Así es como, un dato importante de la caracterización in silico demostró que el tipo de 

plásmido para ambos aislamientos pertenecen a IncFII tanto en la cepa E. coli 62A 

(contig 1) y 17A (contig 3) ver la información en la Tabla 6 y Tabla 7, 

respectivamente. Por lo que, acerca de la cepa de E. coli 62A estudios han demostrado 

que la diseminación del gen mcr-1 es mediada tanto por plásmidos y por casetes 

móviles del gen, factores los cuales han sido los responsables de la propagación de 

este en distintos tipos de huéspedes, tanto en humanos, animales y alimentos (Lin et 

al., 2021). Por lo que, el gen mcr-1 se encuentra en una amplia variedad de plásmidos 
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como IncI2, IncHI1, IncHI2, IncP, IncX4, IncFI, IncFII, entre otros (Liu et al., 2021). 

Sin embargo, la presencia de plásmidos de tipo IncF es la más frecuente en 

aislamientos de E. coli portadores del gen mcr-1 a nivel global (Calero et al., 2023), 

destacando a IncFII como un plásmido con un rango estrecho de hospedadores, por lo 

que se encuentra con frecuencia en cepas de E. coli portadoras de mcr-1, mencionando 

una incidencia significativa de este tipo de plásmido en aislamientos de origen animal, 

específicamente de cerdos (Boonyasiri et al., 2023). 

Referente a la cepa de E. coli 17A, el gen blaOXA-48 se disemina principalmente a través 

de elementos móviles de ADN como transposones, integrones, conjugación 

bacteriana, plásmidos conjugativos, entre otros; los plásmidos que llevan blaOXA-48 a 

menudo pertenecen a ciertos tipos, como los plásmidos IncL/M y IncFII (Yang et al., 

2022). Estudios indican que el gen blaOXA-48 en E. coli y en otras Enterobacterales, 

como K. pneumoniae, se encuentra comúnmente en plásmidos conjugativos del tipo 

IncL/M; estos plásmidos son importantes vehículos para la diseminación de la 

resistencia a los carbapenémicos (Li et al., 2022). Asimismo, un estudio realizado en 

Líbano en un aislado clínico de E. coli, IncF resultó positivo para blaOXA-48; ubicado en 

el transposón compuesto Tn6237 (Moussa et al., 2020).  
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Tabla 6 Caracterización basada en WGS de la cepa E. coli 62A aisladas de origen ambiental de Ecuador portadoras de genes de resistencia mcr-1 

Caracterización basada en WGS de la cepa E. coli 62A aisladas de origen ambiental 

de Ecuador portadoras de genes de resistencia mcr-1 

No. de 

Contig 

Segmento Tamaño 

(pb) 

Tipo de 

plásmido 

Genes de 

resistencia 

Genes de 

virulencia 

Contig 

2 

Cromosoma 4,597,891 - sul3 acrA;acrB; 

csgB; ompA; 

entB;entE;entC;

fepA; fepB; 

fepC;entS;fepD; 

fepG;entF;fes;fe

pA;entD;allB;fi

mG;fimF;fimD;f

imC;fimA;gspM;

gspL;gspK;gspJ

;gspI;gspH;gsp

G;gspF;gspE;gs

pD;gspC;rcsB; 

fimH 

Contig 

1 

Plásmido 68,208 IncFII mcr-1 ------- 

Contig 

3 

Plásmido 94,614 

 

IncFII ------- traT; traJ 
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No. de 

Contig 

Segmento Tamaño 

(pb) 

Tipo de 

plásmido 

Genes de 

resistencia 

Genes de 

virulencia 

Contig 

5 

Plásmido 103,735 IncY tet(A );floR; 

qnrB19; 

sul3 

------- 

Nota. Los genes de resistencia y virulencia fueron analizados en las herramientas 

bioinformáticas: BacWGSTdb y Resfinder.  

 

Tabla 7 Caracterización basada en WGS de la cepa E. coli 17A aisladas de origen ambiental de Ecuador portadoras de genes de resistencia blaOXA-48 

Caracterización basada en WGS de la cepa E. coli 17A aisladas de origen ambiental 

de Ecuador portadoras de genes de resistencia blaOXA-48 

No. de 

Contig 

Segmento Tamaño 

(pb) 

Tipo de 

plásmido 

Genes de 

resistencia 

Genes de 

virulencia 

Contig 1 Cromosoma 4,662,504 - aph(3'')-Ib; 

aadA5; 

tet(A); 

sul2; 

mdfA; 

dfrA17 

 

acrA;acrB;csgB

;entB;entC;enD

;entE;entF;entS

;fepA;fepC; 

fepG;fyuA; 

galF;gnd;ugd 
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No. de 

Contig 

Segmento Tamaño 

(pb) 

Tipo de 

plásmido 

Genes de 

resistencia 

Genes de 

virulencia 

Contig 3 Plásmido 137,021 IncFII 

 

blaOXA-48; 

aph(6)-Id; 

mphA 

traT; anr, 

Contig 4 Plásmido 33,876 IncX1 ------- ------- 

Nota. Los genes de resistencia y virulencia fueron analizados en las herramientas 

bioinformáticas: BacWGSTdb y Resfinder.  

 

Para ambos aislamientos ambientales de las cepas de E. coli, se analizó el mapa 

circular de la secuencia genómica. En el caso del aislamiento E. coli 62A (ver Figura 

4) se determinó la presencia de genes de resistencia (color rojo); principalmente se 

destaca el gen mcr-1 que confiere resistencia a la colistina y se ha descrito ampliamente 

en E. coli y otros géneros de Enterobacterales tanto en aislamientos de origen humano, 

animal, alimentario y ambiental (Ewers et al., 2022 & Phuadraksa et al., 2022). Por 

otro lado, el gen sul2 (presente en la cepa E. coli 17A) y gen sul3 confieren resistencia 

a sulfonamidas y poseen una alta frecuencia de detección en bacterias Gram-negativas, 

tanto de aislamientos de origen humano y animal (de los Santos et al., 2021 & Jiang 

et al., 2019), tet(A) (gen de resistencia también encontrado en la cepa E. coli 17A) 

responsable de la síntesis de bomba de eflujo tet(A) el cual es contribuyente a la 

resistencia a tetraciclina en Enterobacterales (Perewari et al., 2022), floR 

fundamental gen de resistencia al florfenicol principalmente en bacterias Gram-

negativas y se ha identificado alta presencia en el ganado (Qian et al., 2021), y qnrB19 

juega un papel en la adquisición de resistencia a quinolonas (Pachanon et al., 2020). 

En cuanto a los genes de virulencia (color morado) en la cepa E. coli 62A (ver Figura 

4) se observó la presencia de la categoría de bombas de eflujo multidroga (EP, del 

inglés efflux pumps) (acrA, acrB) responsables de la resistencia a una amplia variedad 
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de antibióticos, representando una de las principales EP tanto en E. coli y otras 

Enterobacterales (Fanelli et al., 2023), adhesinas fimbriales (fimA, 

fimC,fimD,fimF,fimG,fimH) representan genes de urovirulencia con alta presencia en 

cepas de E. coli uropatógenas (Katongole et al., 2020), formación de biofilm (csgB) 

gen que codifica la proteína csgB involucrada en la formación de fibras curli en 

biopelículas, síntesis y transporte de sideróforos (entB, entC,  entD, entE, entF, entS) 

involucrados tanto en la biosíntesis de enterobactina (Mu et al., 2020), proteínas de la 

membrana externa (ompA, gspC, gspD, gspE, gspF, gspG, gspH, gspI, gspJ, gspK, 

gspL, gspM) son genes relacionados con el sistema de secreción tipo II (Shaik et al., 

2022), proteínas regulatorias (rcsB y aIIB), captación y transporte de hierro (fepA, 

fepB, fepC, fepD, fepG) (Jarocki et al., 2020) y los genes traT, traJ los cuales 

codifican la proteína de membrana externa y la invasión de la barrera 

hematoencefálica, respectivamente (Wang et al., 2023).  
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Figura 4  Mapa circular de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 62A aislada del Río Cutuchi 

Mapa circular de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 62A aislada 

del Río Cutuchi 

 

Nota. Los genes de resistencia y genes de virulencia se encuentran denotados por 

colores de la siguiente forma: morado (Genes de Virulencia) y rojo (Genes de 

Resistencia); en este último se encuentra el gen de interés, mcr-1, ubicado en el contig 

1 (color negro).  

 

Asimismo, en el análisis del mapa circular de la secuencia de genoma completo de la 

cepa E. coli 17A (ver Figura 5) se identificó la presencia de genes de resistencia (color 

rojo). Especialmente, en este estudio se destaca el gen blaOXA-48 siendo una causa 

importante de resistencia a carbapenémicos en Enterobacterales e identificados como 
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una de las β-lactamasas hidrolizantes de este tipo de antibióticos más comunes a nivel 

mundial (Armstrong et al., 2021). No obstante, cabe destacar que la secuencia de 

genoma completo de la cepa E. coli 17A, analizada en este estudio de investigación es 

el primer aislamiento en contener el gen blaOXA-48 (ver Anexo 18). Por otro lado, los 

genes aph(3'')-Id y aph(6)-Id son variantes del grupo de genes aph que codifican 

enzimas fosfotransferasas de aminoglucósidos (Sha et al., 2023), aadA5 codifica la 

enzima nucleotidiltransferasa de aminoglucósidos (Behera et al., 2023); por tanto 

estos tres genes muestran resistencia a aminoglucósidos, utilizados especialmente para 

infecciones Gram-negativas (Firmo et al., 2020),  mdfA codifica para un transportador 

de múltiples fármacos en E. coli; además, se ha observado la sobreexpresión de mdfA 

en cepas de E. coli resistentes a múltiples fármacos aisladas de pacientes clínicos 

(Yoon & Lee, 2022), dfrA17 codifica una dihidrofolato reductasa integrónica 

encontrada en E. coli (Behera et al., 2023); otorgando resistencia a los antibióticos de 

la clase de diaminopirimidinas (Wang et al., 2022), y mphA codifica una 

fosfotransferasa que confiere resistencia a los macrólidos, una clase de antibióticos a 

la que pertenece la azitromicina, utilizado en bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae (Xiang et al., 2020). 

Respecto a los genes de virulencia (color morado) en la cepa E. coli 17A (ver Figura 

5), se determinó la presencia de sistemas de captación de hierro (fyuA) gen implicado 

en la captación de hierro (específicamente por yersiniabactina) que es esencial para el 

crecimiento bacteriano, fundamental en el entorno limitado en hierro del hospedador 

(Rezatofighi et al., 2021), sistemas de secreción (galF, gnd, ugd) genes involucrados 

en la síntesis de las estructuras centrales del lipopolisacárido (Sande & Whitfield, 

2021), proteínas regulatorias pequeñas comúnmente encontradas en patógenos 

entéricos (anr) gen regulador de la respuesta a la anoxia o baja concentración de 

oxígeno en bacterias (Wang et al., 2022; Rodriguez et al., 2023). Cabe indicar que, 

los genes de virulencia acrA, acrB, csgB, entB, entC, entD, entE, entF, entS, fepA, 

fepC, fepG y traT, fueron también encontrados en la secuencia del genoma completo 

de la cepa E. coli 62A, por lo que ya fueron anteriormente descritos y analizados. 
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Figura 5  Mapa circular de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 17A aislada del Canal L-S-A. 

Mapa circular de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 17A aislada 

del Canal L-S-A. 

 

Nota. Los genes de resistencia y genes de virulencia se encuentran denotados por 

colores de la siguiente forma: morado (Genes de Virulencia) y rojo (Genes de 

Resistencia); en este último se encuentra el gen de interés, blaOXA-48, ubicado en el 

contig 3 (color negro).  
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3.1.1.3.  Examinación del entorno genético de los genes mcr-1 y blaOXA-48 en las 

secuencias de genoma completo de las cepas de E. coli analizadas. 

 

Se observó la diversidad del entorno genético tanto de mcr-1 y blaOXA-48 con otras 

secuencias de E. coli obtenidas de diferentes orígenes. Con respecto al entorno 

genético de mcr-1 se analizó a nuestro plásmido presente en el número de accesión 

SAMN38765677, con seis secuencias de plásmidos portadores de este gen disponibles 

en las bases de datos del NCBI de origen ecuatoriano (ver Figura 6). En su análisis, 

se encontró en la sección inferior al gen mcr-1 el dominio LPD7 (dominio asociado a 

proteínas polivalentes 7 del inglés Large polyvalent protein-associated domain 7) (H) 

evidenciándose un contexto similar en seis de las siete secuencias de plásmidos 

analizadas. Estas proteínas polivalentes se mencionan que posiblemente son 

transmitidas mediante elementos conjugativos, plásmidos o fagos (Iyer et al., 2017). 

Por otro lado, en los segmentos superiores al gen mcr-1 se encontró al transposón 

ISApI1 (H) el cual facilita la movilización del gen mcr-1 (Hu et al., 2023). Este gen 

debe estar flanqueado por dos copias de ISApI1 (Lin et al., 2021), sin embargo la 

secuencia de la cepa de E. coli 62A mantiene solo uno, lo que indica que limita a que 

mcr-1 se someta a un proceso de transposición (Hu et al., 2023).  

Además, el entorno genético superior del gen mcr-1 en la secuencia de la cepa de E. 

coli 62A fue la única que presentó hidrolasa de macrólidos EstT (J), es decir una 

enzima que descompone a la clase de antibióticos denominados macrólidos, con la 

finalidad de reducir su eficacia antibiótica (Dhindwal et al., 2023); transposasa de la 

familia IS30 (K) y el modulador de la expresión de la hemolisina Hha (L). Además, 

mantuvo relación con las otras secuencias analizadas con la presencia de la proteína 

con dominio PcfJ (D), ADN topoisomerasa III (E) y topoisomerasa de ADN de tipo 

IA (F). Estas últimas en bacterias actúan como posibles dianas para nuevos 

antibióticos ya que se encuentra en todas las bacterias (Seddek et al., 2021). De igual 

forma se observó la presencia de las proteínas de la familia de termonucleasas (C) en 

todas las secuencias a excepción de la cepa E. coli 62A.   

Con la finalidad de identificar si la construcción del plásmido portador del gen mcr-1 

en nuestro aislamiento, se realizó una BLAST para identificar a las secuencias 
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homólogas a la secuencia del plásmido (contig 1) de la cepa E. coli 62A donde se 

encuentra el gen mcr-1. A través de este BLAST (ver Anexo 14) se identificó dos 

potenciales plásmidos con los cuales el plásmido de la cepa E. coli 62A es homólogo, 

obteniendo un 100% con el plásmido pLR-25 (GenBank: AP027502.1) y un 90% con 

el plásmido pEC1260-mcr (GenBank: OM069356.1), provenientes de aislamientos de 

E. coli procedentes de Vietnam y Bangladesh, respectivamente; diferenciándose 

considerablemente del entorno genético habitual de los plásmidos portadores del gen 

mcr-1 detectados en Ecuador. En el caso del plásmido con número de accesión 

AP027502.1 de Vietnam fue obtenido de un aislamiento clínico, a partir de muestras 

de heces proporcionadas por residentes humanos de la comunidad de la provincia de 

Thai Binh; la recolección de especímenes se llevó a cabo del 1 de noviembre de 2017 

al 28 de febrero de 2018 (Thanh et al., 2023). Asimismo, se identificó la secuencia 

del plásmido con un 90% de homología, es un aislado de Bangladesh de origen clínico 

(Sharif et al., 2023); lo que indica que a pesar de que ambas cepas que presentaron el 

BLAST casi perfecto en homología para el plásmido de la cepa E. coli 62A, son de 

diferente origen y ubicación geográfica; por lo que se deduce que existe una elevada 

diseminación a nivel de ambientes y entornos alrededor del mundo.  
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Figura 6  Entorno Genético de la cepa E. coli 62A con el gen mcr-1 

Entorno Genético de la cepa E. coli 62A con el gen mcr-1 

 

Nota. Las flechas rojas indican los genes de resistencia mcr-1, el resto de los elementos de los plásmidos están denotados por letras y las flechas celestes indican 

genes que codifican proteínas hipotéticas y otras proteínas funcionales. El sombreado de color gris indica regiones de alta homología. A: Pilus assembly protein, 

B: Situs specific integrase, C: Termonuclease family protein, D: PcfJ domain-containing protein, E: DNA topoisomerase III, F: Type IA DNA topoisomerase, 

G: Transcriptional regulator YdfA, H: ISApl1 family transposase, I: UxaA family hydrolase, J: Macrolide hydrolase EstT, K: IS30 family transposase, L: Hba, 

M: PAP2 family protein, N: LPD7 domain-containing protein. Los plásmidos que se presentan son únicamente aislamientos de Ecuador.   
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Para el análisis del entorno genético del plásmido IncFII, presente en el aislamiento E. 

coli 17A (SAMN38767694), el cual contiene el gen blaOXA-48, se realizó una 

comparación con siete plásmidos de diferentes países (Alemania, China, España, 

Noruega, Reino Unido y Suiza), cuyos números de accesión del NCBI se reflejan en 

la figura correspondiente (ver Figura 7).  

La estructura del plásmido portador del gen blaOXA-48 es notablemente diferente en 

contraste con el resto de los plásmidos analizados en esta comparación a su segmento 

superior. En este segmento se encontraron genes N-acetiltransferasa de la familia 

GNAT (A), dihidropteroato sintasa (B) este proceso es un paso crítico en la formación 

de folatos, que son esenciales para la síntesis de ácidos nucleicos y otros procesos 

metabólicos en las bacterias (Gülbudak et al., 2021), QacE delta 1 (C) Se clasifica 

dentro de la familia de bombas de eflujo de la superfamilia de facilitadores mayores 

(MFS) y confiere resistencia a agentes desinfectantes y antisépticos, aminoglucósido 

3'-adenililtransferasa (D) actúa modificando estreptomicina y espectinomicina, lo que 

les impide llevar a cabo su función antibacteriana efectiva; por ejemplo, en el caso de 

la bacteria E. coli, la presencia del gen aadA, que codifica para esta enzima, conduce 

a la resistencia a estos antibióticos (Feng et al., 2022), aminoglucósido 

adeniltransferasa (E) modifica los antibióticos aminoglucósidos, como la 

estreptomicina y la espectinomicina, a través de un proceso de adenilación (Ahmed et 

al., 2020). 

La tirosina recombinasa XerD (F) juega un papel crucial en la recombinación 

específica de sitios en bacterias; junto con otra tirosina recombinasa relacionada, 

XerC, XerD está codificada en el genoma de la mayoría de las bacterias, TnpA_rve 

(G) desempeña un papel importante en la transposición del ADN y en la inmunidad al 

objetivo, un fenómeno que evita múltiples inserciones del transposón en la misma 

región genómica (Shkumatov et al., 2022), ARN metiltransferasa de adenina (H) 

involucrada en procesos como la maduración del ARN, la respuesta al estrés y la 

regulación de la actividad de los ribosomas (Yu et al., 2021), metiltransferasa Erm(B) 

del RNAr 23S (adenina(2058)-N(6)) (I) juega un papel importante en la resistencia a 

macrólidos, debido a que es una enzima que cataliza el proceso de metilación de 

adenina en la posición 2058 del rRNAr 23S, logrando que la metilación por Erm(B) 

impida la unión de los macrólidos a esta posición específica llevando a que ocurra 
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resistencia a antibióticos (Stsiapanava & Selmer, 2019), el péptido líder de 

atenuación de la metiltransferasa del ARNr 23S (J), la transposasa de la familia IS26 

del elemento IS6 (K) son capaces de movilizar y difundir ARGs en bacterias Gram-

negativas (Pong et al., 2021), transposasa IS1(L) se encuentran asociadas a la 

transposición de  (Darphorn et al., 2022), encontrándose en los plásmidos pOXA-48 

(Hendrickx et al., 2021). 

Por lo que, en los segmentos en los que no se guarda homología entre nuestro plásmido 

de interés y los demás analizados (región entre 0-10 kb), en ciertas accesiones se 

manifestó la presencia del iniciador de la replicación del plásmido RepA (V) es una 

proteína esencial en la replicación del ADN de diversos plásmidos bacterianos, 

proteína de transferencia conjugativa TrbC (W) interactúa con otras proteínas para 

facilitar la conjugación bacteriana (Kishida., et al 2022), proteína de intercambio 

tiol:disulfuro (X) juegan un papel crucial en varios procesos biológicos, incluyendo la 

formación y reordenamiento de enlaces disulfuro en proteínas (Ciaravolo et al., 2023), 

proteína con dominio de transglicosilasa lítica (Y) son importantes enzimas bacterianas 

que desempeñan un papel crucial en la remodelación del peptidoglicano siendo 

componentes esenciales de la pared celular bacteriana (Jenkins et al., 2019), proteína 

de la familia de las fosfatasas de histidina (Z) estas proteínas comparten un núcleo 

catalítico conservado centrado en un residuo de histidina que se fosforila durante el 

transcurso de la reacción (Rigden, 2020).  

Sin embargo, en el segmento inferior delimitado entre 10-20 kb se visualizó una mayor 

homología con las secuencias de los otros siete plásmidos comparados. Puesto que, la 

homología fue bastante evidente por la identificación del regulador transcripcional de 

la familia LysR (M), actúan como activadores o represores de la transcripción y del 

gen que estén regulando (Rodionova et al., 2022), transposasa de la familia IS10A del 

elemento IS4 (N), estos elementos desempeñan un papel importante en la plasticidad 

de los genomas bacterianos (Lin et al., 2022), a la hora de influir en la expresión génica 

y las vías metabólicas subsiguientes en las bacterias (Wakinaka & Watanabe, 2019), 

gen codificador de  endopeptidasa glutámica intermembrana de la familia CPBP (O) 

compuestas por proteasas intermembranales que participan en una serie de eventos de 

proteólisis regulada cerca de las membranas plasmáticas e intracelulares (Houston et 

al., 2022). 
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La ADN polimerasa V propensa a errores de translesión autoproteolítica (R) es crucial 

en la respuesta de daño del ADN en E. coli; esta polimerasa, parte del regulón SOS de 

E. coli, es activada por la proteína RecA y participa en el mecanismo de la síntesis 

translesión (TLS, del inglés translesion synthesis), permitiendo la replicación del ADN 

en presencia de lesiones, subunidad UmuC de la ADN polimerasa V propensa a errores 

de translesión (S) es una polimerasa de la familia Y que se activa como parte de la 

respuesta SOS en bacterias como E. coli, es conocida por su capacidad para sintetizar 

ADN en presencia de lesiones en la cadena de ADN que impiden la replicación normal. 

La polimerasa V se compone de UmuC, que es la subunidad polimerasa (Sikand et 

al., 2021), regulador transcripcional hélice-giro-hélice (T) es un elemento común en 

los factores de transcripción básicos y específicos; además, un mecanismo crucial en 

la unión al ADN que influye en la regulación de la actividad génica de manera 

significativa (Tecalco et al., 2021), antitoxina de la familia RelB/DinJ del sistema de 

toxina-antitoxina tipo II (U) son elementos genéticos pequeños compuestos por una 

proteína tóxica y su antitoxina correspondiente, esta última contrarresta la toxicidad 

de la primera (Ramisetty, 2020).  

Además, se presentaron antitoxina (P), son fundamentales en la respuesta al estrés, la 

persistencia bacteriana y la defensa contra los fagos; además, pueden influir en la 

evolución bacteriana y en la adaptabilidad a diferentes ambientes (Jurėnas et al., 

2022), toxina endorribonucleasa PemK del sistema de toxina-antitoxina tipo II (Q) los 

sistemas de toxina-antitoxina tipo II se encuentran comúnmente en los genomas 

bacterianos y están compuestos por dos proteínas: una toxina y una antitoxina; la 

toxina inhibe un proceso celular crítico, mientras que la antitoxina interactúa con la 

toxina para atenuar su actividad (Ramisetty, 2020). Estos dos últimos (P y Q) no se 

presentaron en el resto de secuencias de los plásmidos, solamente en la secuencia 

aislada del Ecuador, por lo que, es importante detallarlos.  
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Figura 7 Entorno Genético de la cepa E. coli 17A con el gen blaOXA-48 

Entorno Genético de la cepa E. coli 17A con el gen blaOXA-48 

 

Nota. Las flechas rojas indican los genes de resistencia blaOXA-48, el resto de los elementos de los plásmidos están denotados por letras y las flechas celestes 

indican genes que codifican proteínas hipotéticas y otras proteínas funcionales. El sombreado de color gris indica regiones de alta homología. A: GNAT family 
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N-acetyltransferase, B: Dihydropteroate synthase, C: QacE delta 1, D: Aminoglycoside 3'-adenylyltransferase, E: Aminoglycoside adenyltransferase, F: Tyrosine 

recombinase XerD, G: TnpA_rve, H: rNA adenine methyltransferase, I: 23S rRNA (adenine(2058)-N(6))-methyltransferase Erm(B), J: 23S rRNA 

methyltransferase attenuation leader peptide, K: IS6-like element IS26 family transposase, L: Transposase IS1, M: LysR family transcriptional regulator, N: IS4-

like element IS10A family transposase, O: CPBP family intramembrane glutamic endopeptidase, P: antitoxin, Q: type II toxin-antitoxin system toxin 

endoribonuclease PemK, R: translesion error-prone DNA polymerase V autoproteolytic, S: Translesion error-prone DNA polymerase V subunit UmuC, T: helix-

turn-helix transcriptional regulator, U: type II toxin-antitoxin system RelB/DinJ family antitoxin, V: plasmid replication initiator RepA, W: conjugal transfer 

protein TrbC, X: Thiol:disulfide interchange protein, Y: lytic transglycosylase domain-containing protein, Z: histidine phosphatase family protein,  a: IS1-like 

element transposase, b: IS1 family tranposase, c: group II intron reverse transcriptase/maturase, d: ATP binding protein, e: Error-prone repair protein UmuD, f: 

Group II intron reverse transcriptase maturase. Los plásmidos son aislamientos de los siguientes lugares en el orden detallado: Ecuador, Alemania, Noruega, 

Suiza, China, Alemania, España y Reino Unido. 
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3.1.1.4. Evaluación de la filogenia de secuencias de genoma completo de cepas de 

E. coli de aislamiento de diferentes orígenes 

 

Mediante la tipificación MLST se identificó una alta diversidad en cuanto a los tipos 

de MLST en los aislados de mcr-1 de origen ecuatoriano (ver Figura 8), ya que los 

mismos pertenecían a 32 tipos diferentes de ST. En el caso de la cepa E. coli 62A de 

origen ambiental se obtuvo el valor de ST10 (5,17%). De acuerdo con varios estudios 

se menciona que este tipo de ST es el linaje más abundante de E. coli (Zong et al., 

2018) y se encuentra tanto en matrices animales, ambientales y clínicas (Kamal et al., 

2021). Este tipo de secuencia es el mismo de un aislamiento de ganglios mesentéricos 

de origen animal de Quito del 2019, así como también del aislado ambiental de 

sedimentos de un canal de riego de Quito del año 2018. Sin embargo, de acuerdo al 

estudio de Zong et al., (2018), indica que el ST167 y ST617 es considerado un clado 

hermano al ST10, ya que mantiene una variante de un solo locus con respecto al linaje 

del ST10; en este caso se reporta en la Figura 9 el ST167 (1,72%) correspondiente de 

un aislamiento de origen humano.  

Cabe mencionar que el ST10 corresponde a un complejo clonal de alto riesgo global, 

el cual se encuentra asociado con diversos huéspedes capaces de llevar plásmidos que 

posean genes de resistencia (Sano et al., 2023). De acuerdo con un estudio se 

mencionó que en los aislados de E. coli de Ecuador los tipos de secuencias 

mayoritarias correspondían a ST48 y ST10 y los mismos eran predominantes a 

resistencia a colistina con mcr-1, destacando que principalmente ST10 contribuía a la 

diseminación de cepas de E. coli resistentes a este antibiótico (Hoang et al., 2023). 

Por otro lado, se señala que la presencia de clones pertenecientes a ST10, ST224 y 

ST457 son portadores a un amplio grupo de genes de resistencia, entre ellos 

betalactámicos, aminoglucósidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, trimetoprima y 

fenicoles (Sano et al., 2023). 

 

 

 



58 

 

Figura 8 Mapa circular de MLST de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 62A aislada del Río Cutuchi 

Mapa circular de MLST de la secuencia genómica completa de la cepa E. coli 62A 

aislada del Río Cutuchi 

 

 

Nota. En la figura los números representan los MSLT de Achtman de cada asilamiento. 

Los nombres de los aislamientos marcados de color azul, morado y amarrillo 

pertenecen al banco de cepas UTA RAM-ONE HEALTH. El aislamiento de color 

amarrillo es el que contiene el gen de interés, mcr-1. 

 

 

 



59 

 

Asimismo, la tipificación MLST de los aislamientos del gen blaOXA-48 determinó una 

alta variedad en cuanto a los tipos de MLST (ver Figura 9), los cuales pertenecían a 

42 tipos diferentes de ST. Un estudio realizado en Ghana, identificó 20 diferentes tipos 

de secuencias (STs) de 25 aislamientos caracterizados de genoma de secuencia 

completo en cepas de E. coli productoras de β-lactamasas de espectro extendido 

(ESBL, del inglés Extended Spectrum Beta-Lactamases) aisladas de pacientes en dos 

hospitales del lugar (Mahazu et al., 2022), siendo ST131 el grupo dominante, pues es 

considerado altamente peligroso, hablando en términos epidemiológicos (Pitout & 

Finn, 2020). En la Figura 10, se visualiza los MLST de los 150 aislamientos incluido 

el aislamiento de la cepa E. coli 17A, se identificó que estos aislados provienen en su 

mayoria de origen clínico; además, el ST131 (9.33%) contienen 14 secuencias 

provenientes de los todos los continentes analizados. Por lo que, otro estudio 

determimó tres STs prevalentes a nivel mundial: ST167, ST410 y ST131; se encontró 

que estos tipos de secuencia presentaban una alta prevalencia de genes de resistencia 

a los carbapenémicos, incluyendo blaOXA-48  (Huang et al., 2024).   

Por otro lado, el ST el cual se encuentra en la mayoría de secuencias es el ST38 

(32.67%), presente en 49 aislamientos, originarios de los cuatro continentes, 

mayoritariamente localizado en Europa (59.18%). En este contexto, un estudio llevada 

a cabo en España, analizó la diversidad clonal de E. coli productoras de ESBL aisladas 

de ambientes acuáticos, muestras humanas y alimentarias de 61 aislamientos; 

determinó que el perfil genético de las 13 cepas de E. coli productoras de ESBL 

aisladas de muestras humanas, sólo se identificaron en cinco ST, siendo ST131 la más 

prevalente (30,8%), en relación a los aislamientos de origen ambientales acuáticos, lo 

que significó la presencia de 20 diferentes STs de 27 secuencias, ST131, ST1434, 

ST1486 y ST38 (7.4%), siendo la última más frecuente (Etayo et al., 2022).  

Asimismo, el ST10 (3.33%), el cual contiene la cepa E. coli 17A, se presenta 

geográficamente en América y Europa, siendo el aislado de origen ecuatoriano el único 

aislamiento ambiental en contraste con los aislamientos clínicos, provenientes de los 

otros paises (Canáda, España y EE.UU.) con este ST. No obstante, un estudio realizado 

en Polonia mostró nueve tipos de secuencia diferentes, y la ST dominante fue la ST93 

(29,41%), seguida de la ST117 (17,65%), la ST156 (11,76%), la ST 8979 (11,76%), 

ST744 (5,88%) y ST10 (5,88%), estos han sido aislados e identificados previamente 
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entre aves de corral en EE.UU., Europa, Asia y Australia; por lo que se indica que el 

ST10 es muy poco común en este tipo de aislamientos (Ćwiek et al., 2021). 

 

Figura 9 Mapa circular de MLST de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 17A aislada del Canal L-S-A 

Mapa circular de MLST de la secuencia genómica completa de la cepa de E. coli 17A 

aislada del Canal L-S-A 

 

 

Nota. En la figura los números representan los MSLT de Achtman de cada asilamiento. 

El asilamiento de color amarrillo es el que contiene el gen de interés, blaOXA-48. 
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Se comparó los aislamientos de E. coli tipificados en el presente proyecto de 

investigación con aislamientos de varios orígenes y países, con el fin de evaluar la 

filogenia de genes de resistencia y genes de virulencia (ver Anexos 9 y 10) de la cepa 

E. coli 62A y (ver Anexos 11, 12 y 13) de la cepa E. coli 17A. Los análisis se llevaron 

a cabo en contraste con 57 aislamientos de diferente origen entre ellos animal, 

alimentario, clínico y ambiental exclusivamente de Ecuador para el caso de la cepa E. 

coli 62A, y con 149 aislamientos de diferente origen geográfico tomando en cuenta 15 

países alrededor del mundo para el caso de la cepa E. coli 17A. Se realizó un análisis 

filogenómico cgMLST comparativo basado en secuencias de genoma completo 

utilizando Galaxy Sciensano. Consecuentemente, se visualizó y se realizó las 

anotaciones con la herramienta iTOL.  

En las Figuras 10 y 11, se visualiza el árbol filogénetico rectangular con los 58 

aislamientos del genoma completo más la cepa E. coli 62A, en donde todos los aislados 

corresponden a diverso origen del Ecuador. Por su parte, en las Figuras 12, 13 y 14 se 

encuentra el árbol filogenético rectangular de la cepa E. coli 17A de origen ambiental 

ecuatoriano con 149 secuencias de genoma completo correspondiente a 15 países entre 

ellos Alemania, Australia, Canadá, España, Estados Unidos, Francia, Holanda, Irlanda, 

Líbano, Noruega, Reino Unido, Singapur, Suiza, Turquía, cada país con 10 

aislamientos a excepción de China, el cual cuenta con 9.  

Con respecto al árbol filogenético rectangular correspondiente al aislamiento E. coli 

62A marcado en color amarillo (ver Figura 10 y 11) presenta nueve ARGs (15.52%), 

entre ellos genes correspondientes a la familia de los 𝛽-lactámicos (blaCTX-M-55), 

trimetoprimas (dfrA1), tetraciclinas (tetA), sulfonamidas (sul3), fluoroquinolonas 

(qnrB19), polimixinas (mcr-1), aminoglucósidos (aadA1), genes de bomba de eflujo a 

múltiples fármacos (mdfA) y a fosfomicina (floR). Cabe destacar que el gen mcr-1 se 

encontró en el 100% de las secuencias analizadas, distribuido mayoritariamente en 

aislamientos de origen animal con el 44.83% (26/58), seguidos de los aislamientos de 

origen ambiental (32.76%), clínico (18.96%) y alimentos (3.45%). Así pues, de las 

secuencias de los 57 aislamientos en contraste con la cepa aislada, la cepa E. coli 62A 

se originó de un mismo clado en conjunto con otros siete aislamientos (ver Figura 11), 

destacando entre ellas las cepas de origen ambiental, sin embargo, cabe mencionar que 

las mismas son de diferente año.
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Por otro lado, en cuanto a los ARGs se presenta el gen mdf(A) el cual se encontró en 

un 98.27% (57/58) de las secuencias analizadas, mostrando mayor prevalencia en 

aislamientos de origen animal. Se destaca varios artículos en los cuales describen que 

la presencia de este gen en aislados de E. coli es bastante común, por ejemplo en un 

estudio en Bangladesh de 32 aislamientos de origen animal se encontró 31 de ellos con 

el gen mdf(A), de igual forma, en una ciudad de Arabia Saudita se encontró el gen 

mdf(A) en todos los aislamientos de origen clínico estudiados (Ahmed et al., 2020 

&Yasir et al., 2020). La alta prevalencia de este gen se debe a que es un gen descrito 

originalmente en cepas de E. coli (Munk et al., 2022), además se debe a que es un 

transportador de membrana que es frecuente en esta bacteria (Cifuentes et al., 2022).  

Asimismo, otro de los genes de mayor frecuencia se describe a tet(A) con una 

prevalencia del 60.35% (35/58) con un predominio en las secuencias de origen animal. 

Es un gen frecuente debido a que se encuentra mayoritariamente en bacterias Gram-

negativas (Jahantigh et al., 2020). Cabe mencionar que se han identificado alrededor 

de nueve genes que codifican tetraciclina en E. coli destacando entre ellos tet(A), tet(B) 

y tet(C) (Ramírez et al., 2023). De acuerdo a un estudio se identificó que el gen tet(A) 

se encontró en un 90.2% de las secuencias analizadas, las cuales principalmente 

correspondían a aislados de origen animal, destacándose las aves de corral (Di 

Francesco et al., 2021). De igual forma, otro estudio menciona que de aislados de 

origen ambiental su totalidad presentaba la presencia del gen tet(A), esto debido a su 

alta prevalencia en el medio ambiente, ya que se menciona que su presencia es 

frecuente en lodos activados, efluentes tratados, agua potable y aguas residuales 

(Hubeny et al., 2019).  

Por su parte, el gen blaCTX-M-55 se encontró en alrededor del 55.17% (32/58) de las 

secuencias de origen ecuatoriano analizadas en este estudio, correspondientes a un 

37.5% (12/32) de origen animal, 28.13% de origen ambiental, 28,13% de origen 

clínico (9/32) y 6.25% (2/32) de origen alimentario. Esto se debe a que blaCTX-M es el 

gen correspondiente 𝛽-lactamasas de espectro extendido (ESBL) mayormente 

distribuido (Valenzuela et al., 2023). De acuerdo a un estudio se menciona que tanto 

el gen blaCTX-M-55 como blaCTX-M-65 y blaCTX-M-15 son los genes más frecuentes 

encontrados en aislamientos de Ecuador (Montero et al., 2021).  
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El gen dfrA1 se manifiesta en un 29.31% (17/58) de las secuencias analizadas. Varios 

genes dfrA se encuentran acoplados a los genes que confieren resistencia a 

sulfonamidas (sul), esto se debe a que son genes que se han diseminado mediante 

clados bacterianos relacionados a distancia, es decir, que comparten un ancestro en 

común, en este caso principalmente asociados a elementos transponibles mediante 

integrones (Sánchez et al., 2020). En el caso de las secuencias analizadas se presentó 

la presencia del gen sul2 en un 43.10%, mientras que del gen sul3 alrededor del 34.48% 

de las secuencias analizadas incluyendo la cepa de E. coli 62A. Por lo que, la alta 

prevalencia de sulfonamidas en las secuencias analizadas indica que son genes 

altamente frecuentes en bacterias Gram-negativas en todo el mundo, ya sea de aislados 

de origen clínico, animal o de especies acuícolas (Jiang et al., 2019). Además, se 

comprobó lo previamente mencionado, ya que para las secuencias positivas para el 

gen dfrA mantienen de igual forma una relación positiva para el gen sul2 o sul3. 

Por otro parte, otro de los genes presentes en la cepa E. coli 62A corresponde a floR, 

el cual se encuentra positivo para la mitad de las secuencias analizadas, en mayor parte 

en las de origen animal (48,27%), esto se debe a que el antibiótico florfenicol, ha sido 

empleado en la terapia de enfermedades en animales destinados al consumo humano 

(Qian et al., 2021). Cabe mencionar que se destaca que existe una limitación de 

información acerca de la resistencia a florfenicol en Enterobacteriacea 

específicamente en especies como E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica, entre 

otros (Ying et al., 2019). Finalmente, se analizó acerca del gen qnrB19 el cual se 

presentó como uno de los genes con menor prevalencia en las secuencias analizadas, 

ya que mantuvo un resultado positivo en el 12,08% (7/58) de los aislamientos 

estudiados. Su bajo porcentaje de diseminación se podría deber a que se presenta más 

información en aislamientos de cepas de Salmonella. Sin embargo, la presencia de este 

gen en aislados de E. coli representa una fuente más de estudio para conocer la 

diseminación de este, dentro y fuera de Ecuador. 
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Figura 10 Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A 

Árbol filogenético rectangular con genes de resistencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte I 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de resistencia. Si existe la presencia de gen de resistencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno de color negro; el gen marcado de color rojo en forma de estrella es el gen de interés, mcr-1. 
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Figura 11  Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte II 

Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte 

II 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de resistencia. Si existe la presencia de gen de resistencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno de color negro; el gen marcado de color rojo en forma de estrella es el gen de interés, mcr-1. El asilamiento de color amarrillo es el que contiene 

el gen de interés, mcr-1,  aislado en Ecuador de origen ambiental.
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En el análisis del mapa rectangular de la filogenia de la cepa E. coli 17A más los 149 

aislamientos (ver Figura 12, 13 y 14), se identificó 7 ARGs de 63 genes de resistencia 

evaluados. Lo que indica de forma general que el aislamiento de origen ecuatoriano 

presentó un bajo porcentaje de ARGs (11.11%). No obstante, se destacó la presencia 

de aminoglucósidos acetiltransferasas ((aac(6')-Ib-cr y aac(3)-lia), β-lactamasas 

(blaCTX-M-15), carbapenemasas (blaOXA-1 y blaOXA-48),  β-lactamasas tipo TEM (blaTEM-

1B) y el gen de resistencia múltiple a los antibióticos (mdf(A)). En consecuencia, el gen 

blaOXA-1 se manifestó en un 10.67% (16/150), el gen blaCTX-M-15 se encontró en 

alrededor del 19.33% (29/150). 

En este contexto, el gen blaOXA-1 se ha asociado frecuentemente con genes que 

codifican β-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y se ha sugerido que confiere 

resistencia a combinaciones de penicilina e inhibidores (Livermore et al., 2019). Por 

lo que, se ha descrito la asociación frecuente de blaOXA-1 con el CTX-M-15, el 

determinante ESBL más abundante en los aislados de E. coli humana, procedentes de 

diversos orígenes geográficos, lo que contribuye a la resistencia a las combinaciones 

de inhibidores de la β-lactamasas; un estudio sobre cepas clínicas analizadas en busca 

de ARGs de E. coli aisladas en Bangladesh indicó genes notables como blaOXA (48%) 

y blaCTX-M-15 (32%), que están asociados con ESBL  (Jain et al., 2021). También, en 

el estudio, se utilizó la secuenciación del genoma completo (WGS) para un análisis en 

profundidad de los patrones de resistencia; este enfoque es crucial para comprender 

los cambios filogenómicos y la presencia de elementos genéticos que contribuyen a la 

resistencia. Asimismo, en un estudio reciente se informó de una mayor prevalencia de 

blaCTX-M-15 (52%) entre aislados de E. coli productores de ESBL, causantes de 

infecciones extraintestinales en Bangladesh (Mazumder et al., 2020).  

Por su lado, el gen blaOXA-48 estuvo presente en todas las secuencias de los 

aislamientos, en su mayoría de origen clínico (89.33%), seguido del ambiental 

(7.33%), y por último del origen animal (3.33%) en un 100% (150/150), debido a que 

es el gen de estudio. Asimismo, se identificó que el gen mdf(A), se encontraba en un 

100% (150/150) presente en todos los aislamientos descargados del GenBank y en la 

cepa E. coli 17A (ver Figura 13, 14 y 15), este gen codifica una proteína transportadora 

que funciona como una bomba de eflujo, que es capaz de expulsar una variedad de 

compuestos antibióticos y tóxicos fuera de la célula bacteriana, lo que reduce su 
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concentración intracelular y, en consecuencia, su efectividad (Li & Ge, 2023). Por lo 

que, mdf(A) en E. coli parece ser bastante común, pues en un estudio se detectaron 25 

genes antimicrobianos en total, y el mdf(A) fue el más prevalente, encontrado en el 

100% de los casos (Lozica et al., 2022). Igualmente, en otro estudio realizado en 

China, todos los aislados de E. coli contenían el gen mdf(A) de resistencia a 

antimicrobianos (AMR), lo que indica una alta prevalencia del gen en estas bacterias 

(Zhou et al., 2022). De la misma forma, en un análisis de secuenciación del genoma 

completo de E. coli aislado, se encontró que el gen mdf(A) estaba presente en todos los 

14 aislados examinados (Adzitey et al., 2019). 

Lo que corresponde a, el gen aac(6')-Ib-cr se expresó en un nivel relativamente bajo 

de 10% (15/150). No obstante, un estudio se evaluó los patrones de resistencia a los 

aminoglucósidos en bacterias gramnegativas, incluida E. coli; este gen que codifica 

enzimas modificadoras de aminoglucósidos (AME), se encontró con una alta 

frecuencia (59%) entre las bacterias gramnegativas analizadas (Azimi et al., 2022). 

Asimismo, el gen aac(3)-lia se reflejó en un 2.67% (4/150), lo que significa que la 

expresión de este gen en las 150 secuencias analizadas resultó bajo. En una 

investigación sobre los genes de resistencia a los aminoglucósidos en el complejo 

Enterobacter cloacae, estrechamente relacionado con E. coli, se identificó a aac(3)-

Iia, con una prevalencia del 21,76% entre los aislados analizados (Zhu et al., 2020). 

Por último, el gen blaTEM-1B se determinó en un 55.33% (83/150). Sin embargo, en un 

estudio de 39 aislados de E. coli, todos fueron resistentes a la ampicilina, y el 66.6% 

eran multirresistentes; los genes de resistencia blaOXA−1 y blaTEM−1 se detectaron en 

16/39 y 6/39 aislados, respectivamente (Vale et al., 2021). 

Por otra parte, las secuencias de los 150 aislamientos en contraste con la cepa aislada, 

la cepa E. coli 17A se originó de un mismo nodo en conjunto con el aislamiento 

SAMN14640107_Spain_2015 (ver Figura 14), lo que indica que presentan un 

ancestro en común. No obstante, son de diferente tipo de aislamiento y año de 

colección. 
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Figura 12 Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte I 

Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 

17A. Parte I 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de resistencia. Si existe la presencia de gen de resistencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno de color negro; el gen marcado de color rojo en forma de estrella es el gen de interés, blaOXA-48.  
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Figura 13 Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte II 

Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 

17A. Parte II 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de resistencia. Si existe la presencia de gen de resistencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno de color negro; el gen marcado de color rojo en forma de estrella es el gen de interés, blaOXA-48 
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Figura 14 Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte III 

Árbol filogenético rectangular con de genes de resistencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen geográfico en comparación con la WGS de la cepa 

17A. Parte III 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de resistencia. Si existe la presencia de gen de resistencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno de color negro; el gen marcado de color rojo en forma de estrella es el gen de interés, blaOXA-48.    El asilamiento de color amarrillo es el que 

contiene el gen de interés, blaOXA-48, aislado en Ecuador de origen ambiental. 
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4. CAPÍTULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1. Conclusiones  

 

1) El análisis del genoma completo de E. coli portadoras de genes de resistencia, se 

logró realizar con la secuenciación de tercera generación Oxford Nanopore 

Technologies (ONT) con un basecalling SUP. Mediante la cual se pudo realizar una 

profunda caracterización, tanto de la cepa E. coli 62A portadora del gen mcr-1, como 

de la cepa E. coli 17A portadora del gen blaOXA-48. Asimismo, se examinó todo su 

entorno genético en base a análisis de su comparativa con otros plásmidos que, también 

albergaban estos genes. Por último, se analizó los árboles filogenéticos, además se 

logró determinar la expresión de otros genes de resistencia presentes en las cepas y en 

los aislamientos descargados del GenBank, como fue el caso del gen mdf(A) con un 

98.27% en la cepa E. coli 62A y un 100% en la cepa E. coli 17A, de igual forma se 

identificaron los genes de virulencia. Además, el árbol con el MLST indicó que ambas 

cepas contenían el ST10.  

2) Las secuencias de genoma completo de E. coli portadoras de los genes de resistencia 

mcr-1 y blaOXA-48 de origen ambiental de Ecuador utilizando secuenciación de tercera 

generación, se obtuvieron de una manera altamente eficiente, consiguiendo obtener 

por separado a las secuencias del cromosoma y de sus plásmidos. Estas cepas se las 

caracterizó in silico haciendo uso de diferentes herramientas bioinformáticas, lo cual 

permitió la localización de los genes de resistencia de interés; asimismo, se identificó 

a genes de virulencia dentro del genoma completo a nivel de plásmido y cromosoma. 

A la vez, la tipificación MLST obtenida mediante la plataforma MLST 2.0 de CGE 

determinó que el tipo de secuencia para estos dos aislamientos E. coli 62A y E. coli 

17A fueron de ST10 y ST46, respectivamente.   

3) El análisis del entorno genético de los genes mcr-1 y blaOXA-48 en las secuencias de 

genoma completo de las cepas de E. coli analizadas permitió identificar en primer lugar 

que la cepa E. coli 62A presenta alta homología con el resto de secuencias de 

plásmidos analizadas, además se evaluó únicamente el fragmento donde se encontró 
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el gen mcr-1 demostrando que el mismo mantiene una homología del 100% con el 

plásmido pLR-25 perteneciente a un aislamiento de Vietman, así como también una 

similitud del 90% con el plásmido pEC1260-mcr de Bangladesh. Por otro lado, en 

cuanto a la cepa E. coli 17A se identificó es la única secuencia de plásmido que el 

segmento superior mantiene un entorno diferente a las otras analizadas de otros países. 

Sin embargo, el segmento inferior presenta alta homología con los elementos genéticos 

expresados. 

4)  Al evaluar la relación filogenética del genoma completo de los aislamientos tanto 

de la cepa E. coli 62A y E. coli 17A con secuencias aisladas de diverso origen y 

localización geográfica se demostró que la cepa de E. coli 62A mantiene relación con 

siete secuencias ecuatorianas, ya que las mismas pertenecen a un mismo clado, lo que 

indica que comparten un mismo ancestro en común. Además, se relacionó 

genéticamente con el aislado SAMN20560760_Ecuador_2018 de origen ambiental 

compartiendo con siete de los nueve ARGs presentes en la cepa de estudio. Mientras 

que la cepa E. coli 17A, se demostró que mantiene una relación con la cepa 

SAMN14640107_Spain_2015 ya que comparten un ancestro en común, mientras que 

en cuanto a sus genes de resistencia mantiene una relación 100% idéntica a la cepa 

SAMN17214841_Switzerland_2021, ya que comparten los mismos siete genes de 

resistencia, destacando que ambas cepas pertenecen a aislados ambientales.  
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4.2. Recomendaciones  

 

• Realizar una WGS complementaria de short-reads (p. ej., Illumina) para 

comparar con los resultados obtenidos de long-reads mediante ONT, por lo que 

el empleo de ensamblajes híbridos permite complementar las falencias 

existentes uno del otro. 

• Secuenciar genomas completos de aislados de E. coli de diferente tipo de 

origen con la finalidad de comprender la diseminación en diferentes puntos 

geográficos e interacciones evolutivas entre ellos con los aislados de origen 

ambiental ecuatoriano. 

• Monitorear epidemiológicamente las WGS, ya que permitirá implementar 

estrategias para la contención de la evolución y diseminación de los ARGs y 

por tanto de la RAM a nivel mundial. 
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Anexos 

 

Anexo 1 Comparación del número de lecturas N50 de la cepa E. coli 62A (barcode 19) 

Comparación del número de lecturas N50 de la cepa E. coli 62A (barcode 19) 

 

Nota. Comparación entre los documentos barcode19_raw (13.013k) y barcode19_filt 

(17.704k) mediante NanoComp. El filtlong fue de 5000pb. 
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Anexo 2 Comparación del número de lecturas N50 de la cepa E. coli 17A (barcode 09) 

Comparación del número de lecturas N50 de la cepa E. coli 17A (barcode 09) 

 

Nota. Comparación entre los documentos barcode09_raw (18.035k) y barcode09_filt 

(18.145k) mediante NanoComp. El filtlong fue de 500pb. 
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Anexo 3 Comparación del número de lecturas de la cepa E. coli 62A (barcode 19) 

Comparación del número de lecturas de la cepa E. coli 62A (barcode 19) 

 

Nota. Comparación entre los documentos barcode19_raw (167.585k) y barcode19_filt 

(31.176k) mediante NanoComp. El filtlong fue de 5000pb. 
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Anexo 4 Comparación del número de lecturas de la cepa E. coli 17A (barcode 09) 

Comparación del número de lecturas de la cepa E. coli 17A (barcode 09) 

 

Nota. Comparación entre los documentos barcode09_raw (431.349k) y barcode09_filt 

(196.452k) mediante NanoComp. El filtlong fue de 500pb. 
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Anexo 5 MLST de Atchman de la cepa E. coli 17A  

MLST de Atchman de la cepa de E. coli 17A 

Locus Identity Coverage 

Alignment 

Length 

Allele 

Length Gaps Allele 

adk 100 100 536 536 0 adk_8 

fumC 100 100 469 469 0 fumC_7 

gyrB 100 100 460 460 0 gyrB_1 

icd 100 100 518 518 0 icd_8 

mdh 100 100 452 452 0 mdh_8 

purA 100 100 478 478 0 purA_13 

recA 100 100 510 510 0 recA_47 

Nota. “Escherichia coli#1”. Tipo de secuencia (ST): 1598.  

 

Anexo 6 MLST de Pasteur de la cepa de E. coli 17A 

MLST de Pasteur de la cepa de E. coli 17A 

Locus Identity Coverage 

Alignment 

Length 

Allele 

Length Gaps Allele 

dinB 100 100 450 450 0 dinB_10 

icdA 100 100 516 516 0 icdA_2 

pabB 100 100 468 468 0 pabB_3 

polB 100 100 450 450 0 polB_17 
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Locus Identity Coverage 

Alignment 

Length 

Allele 

Length Gaps Allele 

putP 100 100 456 456 0 putP_18 

trpA 100 100 561 561 0 trpA_1 

trpB 100 100 594 594 0 trpB_4 

uidA 100 100 600 600 0 uidA_22 

Nota. “Escherichia coli#2”. Tipo de secuencia (ST): 398.  

 

Anexo 7 MLST de Atchman de la cepa de E. coli 62A 

 MLST de Atchman de la cepa de E. coli 62A 

Locus Identity Coverage 

Alignment 

Length 

Allele 

Length Gaps Allele 

adk 100 100 536 536 0 adk_10 

fumC 100 100 469 469 0 fumC_11 

gyrB 100 100 460 460 0 gyrB_4 

icd 100 100 518 518 0 icd_8 

mdh 100 100 452 452 0 mdh_8 

purA 100 100 478 478 0 purA_8 

recA 100 100 510 510 0 recA_2 

Nota. “Escherichia coli#1”. Tipo de secuencia (ST): 10  
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Anexo 8 MLST de Pasteur de la cepa de E. coli 62A 

MLST de Pasteur de la cepa de E. coli 62A 

Locus Identity Coverage 

Alignment 

Length 

Allele 

Length Gaps Allele 

dinB 100 100 450 450 0 dinB_8 

icdA 100 100 516 516 0 icdA_2 

pabB 100 100 468 468 0 pabB_7 

polB 100 100 450 450 0 polB_235 

putP 100 100 456 456 0 putP_7 

trpA 100 100 561 561 0 trpA_1 

trpB 100 100 594 594 0 trpB_4 

uidA 100 100 600 600 0 uidA_2 

Nota. “Escherichia coli#2”. Tipo de secuencia cercanos (ST): 478, 877, 1180, 2, 760, 

365, 835.  
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Anexo 9 Árbol filogenético rectangular con de genes de virulencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte I.  

 Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte I 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de virulencia. Si existe la presencia de gen de virulencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno. Los nombres de los aislamientos marcados de color azul, morado y amarrillo pertenecen al banco de cepas UTARAM-ONE HEALTH. El 

asilamiento de color amarrillo es el que contiene el gen de interés, mcr-1. 
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Anexo 10 Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte II 

Árbol filogenético rectangular con de genes de virulencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte 

II 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de virulencia. Si existe la presencia de gen de virulencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno. Los nombres de los aislamientos marcados de color azul, morado y amarrillo pertenecen al banco de cepas UTARAM-ONE HEALTH. El 

asilamiento de color amarrillo es el que contiene el gen de interés, mcr-1.
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Anexo 11 Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 57 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 62A. Parte I 

Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte I 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de virulencia. Si existe la presencia de gen de virulencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno.  
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Anexo 12 Árbol filogenético rectangular con de genes de virulencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte II 

Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte II 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de virulencia. Si existe la presencia de gen de virulencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno.  
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Anexo 13 Árbol filogenético rectangular con de genes de virulencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte III 

Árbol filogenético rectangular con genes de virulencia para 149 aislamientos de E. coli de diverso origen en comparación con la WGS de la cepa 17A. Parte 

III 

 

Nota. En la parte superior de cada columna se encuentra el nombre de los genes de virulencia. Si existe la presencia de gen de virulencia en cada secuencia, el 

círculo está lleno. El asilamiento de color amarrillo es el que contiene el gen de interés, blaOXA-48. 
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Anexo 14 BLAST de una región de la cepa E. coli 62A  

BLAST de una región de la cepa E. coli 62A  

 

Nota. BLAST de la región que se encuentre en la Figura A), secuencias homólogas obtenidas como resultado del BLAST, asilado de Vietman con 100% de 

homología (GenBank: AP027502.1) y de Bangladesh con un 90% (GenBank: OM069356.1).   
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Anexo 15 Mapa Geográfico con los 150 aislamientos del gen blaOXA-48 

Mapa Geográfico con los 150 aislamientos del gen blaOXA-48 
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Anexo 16 Gráfica de los 150 aislamientos vs los años de colección del gen blaOXA-48 

Gráfica con los 150 aislamientos vs los años de colección del gen blaOXA-48 
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Anexo 17 Aislamientos de E. coli con el gen mcr-1 de diferente origen y años de colección en 

Aislamientos de E. coli con el gen mcr-1 de diferente origen y años de colección en Ecuador 

Isolation type  BioSample  Año  MLST Achtman  

 

MLST Pasteur 

  

A
n

im
a
l 

SAMN10492550 2014 156 19 

SAMN10492551 2014 665 - 

SAMN10492552 2014 2847 1064 

SAMN10492553 2014 354 39 

SAMN10492554 2014 602 - 

SAMN10492555 2014 191 - 

SAMN14835848 2018 117 - 

SAMN14835849 2018 354 39 

SAMN14835851 2018 156 19 

SAMN14835853 2018 1196 - 

SAMN14836346 2018 354 - 

SAMN24594990 2018 1196 632 

SAMN27561885 2019 10 - 

SAMN30413863 2021 - 2 

SAMN30413867 2021 117 - 

SAMN30413936 2021 57 533 

SAMN30413939 2021 359 88 

SAMN30414095 2021 2847 1064 

SAMN30414320 2021 162 355 

SAMN30414481 2021 5542 - 

SAMN30414638 2021 57 - 

SAMN30414784 2018 58 - 

SAMN30414786 2018 58 - 

SAMN30415848 2018 4663 - 

SAMN30416105 2021 1011 31 

SAMN30416397 2021 23 708 

C
li

n
ic

a
l 

SAMN10492547 2016 609 - 

SAMN10492548 2016 609 - 

SAMN30413790 2021 111 - 

SAMN30413814 2021 167 877 

SAMN30413850 2021 156 19 
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Isolation type  BioSample  Año  MLST Achtman  

 

MLST Pasteur 

  
SAMN30413966 2021 100 - 

SAMN30413998 2021 1140 - 

SAMN30414183 2021 58 - 

SAMN30414406 2021 224 730 

SAMN30416086 2021 7285 - 

SAMN30416112 2021 410 471 

E
n

v
ir

o
n

m
e
n

ta
l 

SAMN38765677 2023 10 8 

SAMN10492549 2016 457 594 

SAMN20560760 2018 10779 - 

SAMN20560762 2018 5876 1063 

SAMN20560763 2018 10 - 

SAMN27561883 2020 457 594 

SAMN27561893 2020 88 961 

SAMN28175125 2020 457 - 

SAMN28175128 2020 117 - 

SAMN28190197 2020 88 961 

SAMN28190203 2020 88 961 

SAMN28190210 2020 117 - 

SAMN30415870 2021 1585 - 

SAMN30415871 2021 1684 - 

SAMN30415885 2021 224 730 

SAMN30415886 2021 117 48 

SAMN30415907 2021 206 999 

SAMN30415911 2021 58 - 

SAMN30415918 2021 2847 1064 

F
o
o
d

 SAMN20881104 2019 224 730 

SAMN20881105 2019 - 730 

Nota. Los aislamientos presentados en la tabla corresponden únicamente a origen ecuatoriano y los mismos 

fueron obtenidos de la plataforma de NCBI. El aislado marcado de color amarrillo pertenece al aislamiento de 

la cepa E. coli 62A con el gen mcr-1. 
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Anexo 18 Aislamientos de E. coli con el gen blaOXA-48 de diferente origen y ubicación geográfica a nivel mundial 

Aislamientos de E. coli con el gen blaOXA-48 de diferente origen y ubicación geográfica a nivel mundial 

Continent BioSample Location Isolation type Year MLST 

Achtman 

MLST 

Pasteur 

America SAMN10887812 USA animal 2016 131 - 

SAMN25244077 USA animal 2016 227 8 

SAMN07255216 Canada clinical 2013 10 - 

SAMN22045187 USA clinical 2021 10 506 

SAMN16940076 USA clinical 2019 38 - 

SAMN29503426 Canada clinical 2020 38 3 

SAMN29503452 Canada clinical 2020 38 39 

SAMN29503454 Canada clinical 2020 38 - 

SAMN29503518 Canada clinical 2019 38 - 

SAMN36888275 USA clinical 2023 38 8 

SAMN34474453 USA clinical 2023 69 8 

SAMN23011935 USA clinical 2020 131 1019 

SAMN07255213 Canada clinical 2012 295 86 

SAMN14669293 USA clinical 2019 354 2 

SAMN15868377 USA clinical 2017 354 567 

SAMN18872767 Canada clinical 2017 410 - 

SAMN07255214 Canada clinical 2012 448 39 

SAMN18872766 Canada clinical 2017 538 88 

SAMN25558794 USA clinical 2017 1485 39 

SAMN29503473 Canada clinical 2020 1485 8 

SAMN38767694 Ecuador environmental 2023 10 8 

Asia SAMN25244092 Turkey animal 2015 38 8 

SAMN25244095 Turkey animal 2015 38 8 

SAMN06043600 China clinical 2015 38 32 

SAMN06284415 Lebanon clinical 2014 38 39 

SAMN06284443 Lebanon clinical 2015 38 58 

SAMN16561275 China clinical 2015 38 39 

SAMN16561278 China clinical 2016 38 - 

SAMN18397174 China clinical 2019 38 44 

SAMN34565661 Singapore clinical 2015 38 8 

SAMN34565704 Singapore clinical 2017 38 44 

SAMN37449348 China clinical 2019 38 866 

SAMN23168935 Turkey clinical 2015 58 537 

SAMN13619440 Singapore clinical 2013 69 - 

SAMN09767198 Lebanon clinical 2018 101 - 

SAMN20967092 Singapore clinical 2003 101 - 

SAMN06284178 Lebanon clinical 2013 127 - 

SAMN16561279 China clinical 2017 127 43 

SAMN14120111 Lebanon clinical 2016 131 - 

SAMN23168884 Turkey clinical 2016 131 - 

SAMN23168886 Turkey clinical 2016 131 - 

SAMN34565613 Singapore clinical 2013 131 - 

SAMN34565651 Singapore clinical 2015 131 43 

SAMN23168833 Lebanon clinical 2016 137 86 
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Continent BioSample Location Isolation type Year MLST 

Achtman 

MLST 

Pasteur 

SAMN23168962 Turkey clinical 2017 297 - 

SAMN05908142 Lebanon clinical 2016 354 8 

SAMN20967033 Singapore clinical 2022 354 471 

Asia SAMN23168747 Lebanon clinical 2014 354 39 

SAMN34565727 Singapore clinical 2019 354 - 

SAMEA9000359 Lebanon clinical 2009 359 8 

SAMN21841544 China clinical 2020 405 43 

SAMN36602296 China clinical 2020 405 8 

SAMN23168780 Turkey clinical 2015 453 527 

SAMN34565745 Singapore clinical 2020 656 - 

SAMN34565643 Singapore clinical 2014 940 8 

SAMN13021417 Lebanon clinical 2017 1236 - 

SAMN23168914 Turkey clinical 2015 1406 8 

SAMN24044994 China clinical 2015 2538 - 

SAMN23168883 Turkey clinical 2016 2600 346 

SAMN23168903 Turkey clinical 2015 11260 - 

Europe SAMN13442706 Germany animal 2019 131 712 

SAMN14640156 Spain clinical 2014 10 39 

SAMN14640172 Spain clinical 2015 10 39 

SAMEA8999939 France clinical 2014 12 471 

SAMEA104083450 Ireland clinical 2016 38 974 

SAMEA104083542 Ireland clinical 2017 38 43 

SAMEA111435729 Norway clinical 2016 38 2 

SAMEA111435791 Norway clinical 2017 38 8 

SAMEA111435817 Norway clinical 2018 38 8 

SAMEA111435871 Norway clinical 2019 38 8 

SAMEA111435964 Norway clinical 2020 38 8 

SAMEA111436009 Norway Clinical 2021 38 8 

SAMEA111436038 Norway Clinical 2021 38 8 

SAMEA112953629 Ireland Clinical 2021 38 8 

SAMEA12940741 Spain Clinical 2019 38 8 

SAMEA19195918 France Clinical 2016 38 8 

SAMEA8552751 Netherlands Clinical 2016 38 2 

SAMEA8999790 France Clinical 2013 38 471 

SAMEA9000152 France Clinical 2021 38 88 

SAMEA9000273 France Clinical 2015 38 - 

SAMEA9000320 France Clinical 2015 38 8 

SAMN17371894 Germany Clinical 2019 38 8 

SAMN17373173 Netherlands Clinical 2019 38 8 

SAMN17373193 Netherlands Clinical 2019 38 - 

SAMN18311226 Germany Clinical 2015 38 43 

SAMN18475704 Germany Clinical 2013 38 8 

SAMN24297225 United 

Kingdom 

Clinical 2015 38 - 

SAMN25408307 Germany Clinical 2019 38 8 

SAMN25849904 United 

Kingdom 

Clinical 2021 38 - 
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Continent BioSample Location Isolation type Year MLST 

Achtman 

MLST 

Pasteur 

SAMN30467461 Switzerland Clinical 2022 38 8 

SAMEA7746154 Netherlands Clinical 2012 69 - 

SAMN14640107 Spain Clinical 2015 127 2 

SAMEA104083453 Ireland Clinical 2016 131 8 

Europe SAMN14640124 Spain Clinical 2015 131 39 

SAMN17373121 Germany Clinical 2019 131 32 

SAMN17373186 Netherlands Clinical 2019 131 8 

SAMN37200064 United 

Kingdom 

Clinical 2022 131 43 

SAMEA5587335 United 

Kingdom 

Clinical 2019 156 88 

SAMEA4786452 Germany Clinical 2019 162 - 

SAMN15344979 Spain Clinical 2015 167 39 

SAMEA4916081 Switzerland Clinical 2013 205 - 

SAMN24297019 United 

Kingdom 

Clinical 2016 205 24 

SAMN24296944 United 

Kingdom 

Clinical 2016 215 - 

SAMN24296985 United 

Kingdom 

Clinical 2014 215 - 

SAMEA104305653 Ireland Clinical 2017 227 - 

SAMN17373205 Netherlands Clinical 2019 297 2 

SAMEA4727894 France Clinical 2012 354 3 

SAMEA7746206 Netherlands Clinical 2016 354 398 

SAMEA92061418 Spain Clinical 2012 354 58 

SAMN14640123 Spain Clinical 2014 354 8 

SAMN14640147 Spain Clinical 2015 354 2 

SAMN15344965 Spain Clinical 2015 354 2 

SAMN17372998 Germany Clinical 2019 354 8 

SAMN17373176 Netherlands Clinical 2019 405 8 

SAMEA104077107 Ireland Clinical 2016 410 471 

SAMEA104077432 Ireland Clinical 2016 410 - 

SAMEA111435712 Norway Clinical 2015 410 471 

SAMEA9000366 France Clinical 2009 410 - 

SAMEA90400918 Ireland Clinical 2016 410 - 

SAMN04158312 Norway Clinical 2013 448 8 

SAMN04158294 Norway Clinical 2012 453 349 

SAMEA4916030 Switzerland Clinical 2016 648 19 

SAMEA7048353 France Clinical 2021 648 355 

SAMEA7746148 Netherlands Clinical 2011 648 43 

SAMN17373089 Germany Clinical 2019 648 - 

SAMN17373165 Netherlands Clinical 2016 648 8 

SAMEA90403168 Ireland Clinical 2016 1288 8 

SAMN28857201 Germany Clinical 2017 1607 - 

SAMEA104289864 Ireland Clinical 2017 4450 8 

SAMEA4727979 France Clinical 2011 11672 - 

SAMN17214840 Switzerland environmental 2015 38 39 

SAMN17214841 Switzerland environmental 2021 38 8 
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Continent BioSample Location Isolation type Year MLST 

Achtman 

MLST 

Pasteur 

SAMN26427732 United 

Kingdom 

environmental 2022 38 8 

SAMN18062621 Switzerland environmental 2019 167 - 

SAMN26427724 United 

Kingdom 

environmental 2022 354 39 

Europe SAMN22551384 Switzerland environmental 2020 453 - 

SAMN18062623 Switzerland environmental 2019 648 8 

SAMN13951918 Switzerland environmental 2019 7401 471 

SAMN26427717 United 

Kingdom 

environmental 2022 11260 - 

SAMN19036486 Switzerland environmental 2020 - 8 

Oceania SAMEA3357475 Australia Clinical 2014 38 8 

SAMN28668604 Australia Clinical 2020 38 8 

SAMN28744055 Australia Clinical 2018 38 8 

SAMN20033097 Australia Clinical 2017 131 535 

SAMN31262658 Australia Clinical 2017 354 8 

SAMN20033160 Australia Clinical 2018 1286 - 

SAMN20033368 Australia Clinical 2020 2003 - 

SAMN09866932 Australia Clinical 2017 2851 - 

SAMN20033285 Australia Clinical 2019 3268 - 

SAMN20033180 Australia Clinical 2018 9008 - 

Nota. Los aislamientos presentados en la tabla corresponden únicamente a origen ecuatoriano y los mismos 

fueron obtenidos de la plataforma de NCBI. El aislado marcado de color amarrillo pertenece al aislamiento de 

la cepa E. coli 17A con el gen blaOXA-48. 
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