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RESUMEN  

 
La resistencia a los antimicrobianos (RAM) ha sido una de las causas de mayor 

morbilidad en el ser humano, producido por bacterias resistentes que adquieren su 

patogenicidad por mecanismos de transmisión, como es la transmisión horizontal de 

elementos genéticos móviles. mcr-1 es un gen que genera resistencia a la colistina, un 

antibiótico polimixina utilizada para el tratamiento de infecciones bacterianas 

multirresistentes, donde su diseminación a nivel global se ha convertido en una amenaza 

sanitaria.  Escherichia coli es una especie con mayor presencia de mcr-1 en varios 

reservorios como en alimentarios, animales, ambiente y humanos. Ecuador ha presentado 

pocos estudios sobre Escherichia coli mcr-1 en diferentes hospederos; sin embargo, su 

diseminación en el país sigue siendo una incógnita.  Por este motivo, se pretende 

caracterizar de manera in silico la cepa Escherichia coli mcr-1 positiva (UTA069) de 

origen animal, utilizando su secuencia de genoma para evaluar la distancia filogenética 

al compararla con 124 cepas de E. coli portadores del gen mcr-1 de 25 países empleando 

herramientas bioinformáticas. 

UTA069 perteneció al tipo de secuencia ST1196, se detectaron genes de virulencia, 

plásmidos y los perfiles de genes de resistencia a los antibióticos. Las distancias 

filogenéticas mostraron una relación estrecha entre UTA069 y sus análogos de España, 

mientras que, las cepas ecuatorianas restantes están relacionadas principalmente con 

aislamientos de origen asiático y europeo. Finalmente, los aislados ecuatorianos 

mostraron co-resistencia a diferentes clases de antibióticos como aminoglucósidos, 

sulfonamidas, tetraciclinas, y en mayor proporción a betalactámicos, cuya presencia ha 

aumentado en los últimos años en microorganismos pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae. 

 

PALABRAS CLAVES: RAM, MDR, WGS, mcr-1, Escherichia coli   
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ABSTRACT 
 
 
Antimicrobial resistance (AMR) has been one of the causes of major morbidity in 

humans, produced by resistant bacteria that acquire their pathogenicity by transmission 

mechanisms, such as horizontal transmission of mobile genetic elements. mcr-1 is a gene 

that generates resistance to colistin, a polymyxin antibiotic used for the treatment of 

multidrug-resistant bacterial infections, where its global dissemination has become a 

health threat.  Escherichia coli is a species with a major presence of mcr-1 in various 

reservoirs such as food, animals, environment and humans. Ecuador has presented few 

studies on Escherichia coli mcr-1 in different hosts; however, its dissemination in the 

country remains unknown.  For this reason, we intend to characterize in silico the 

Escherichia coli mcr-1 positive strain (UTA069) of animal origin, using its genome 

sequence to evaluate the phylogenetic distance by comparing it with 124 strains of E. coli 

carrying the mcr-1 gene from 25 countries using bioinformatics tools. 

 

UTA069 belonged to sequence type ST1196, virulence genes, plasmids and antibiotic 

resistance gene profiles were detected. Phylogenetic distances showed a close 

relationship between UTA069 and its analogues from Spain, whereas, the remaining 

Ecuadorian strains are mainly related to isolates of Asian and European origin. Finally, 

Ecuadorian isolates showed co-resistance to different classes of antibiotics such as 

aminoglycosides, sulfonamides, tetracyclines, and in greater proportion to beta-lactams, 

whose presence has increased in recent years in microorganisms belonging to the 

Enterobacteriaceae family. 

 

 

KEYWORDS: AMR, MDR, WGS, mcr-1, Escherichia coli 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1. Antecedentes investigativos 

1.1.1. Escherichia coli 

Escherichia coli (E. coli) es una especie del género Escherichia, miembro de la familia 

Enterobacteriaceae, orden Enterobacterales. Sus características generales son bacilos 

Gram negativos, no formadores de esporas, catalasa positivos y oxidasa negativos con un 

tamaño aproximadamente de 0,5 μm de diámetro y 1,0 a 3,0 μm de longitud; además, son 

anaerobios facultativos debido a que son una especie comensal presente en el tracto 

intestinal de los animales homeotermos, tal como los seres humanos a partir de su 

nacimiento, en animales de sangre caliente incluyendo mamíferos y aves (Uddin et al., 

2022); de igual manera, E. coli habita en el suelo y el agua como consecuencia de la 

contaminación fecal (Welch, 2006). De acuerdo a la literatura científica, E. coli ha sido 

tipificado mediante serología de antígenos superficiales, tales como antígenos somáticos 

O descritos por primera vez por Kauffman en los años 40, antígenos flagelares H y 

capilares K implementados durante los años 70 por Ørskov, y antígenos fimbriales F. Por 

consiguiente, hasta el año 2016 están definidos 197 antígenos O y 53 antígenos H, y 

alrededor de 103 antígenos K y 12 antígenos F. La serotipificación basada en antígenos 

O y H se convirtió en el estándar de oro para la tipificación de E. coli porque han sido 

seleccionados como biomarcadores para diferenciar E. coli comensal de E.coli 

diarreogénica y la E. coli patógena extraintestinal (ExPEC) para la evaluación de riesgos, 

estudios epidemiológicos y ecológicos (Fratamico et al., 2016; B. Liu et al., 2020; 

López Acuña & Guevara Duncan, 2002).   

Las  serovariedades de Escherichia coli con características patogénicas-resistente son 

producto de la adquisición de los elementos genéticos móviles (MGE), éstos son genes 

virulentos, integración de bacteriófagos, transposones y los plásmidos (Fiallos López et 

al., 2018; Woodford et al., 2011). Las ExPEC se dividen en cuatro grupos filogenéticos 

(A, B1, B2, D) aunque la mayoría de las cepas comensales se clasifican en el grupo A, 

las cepas extraintestinales mayor virulentas en humanos están en el linaje B2 y en menor 

medida D (Clermont et al., 2000; Welch, 2006).   
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Una causa frecuente de diarrea tanto en animales y humanos es producido por E. 

coli enterotoxigénica (ETEC). La Organización Mundial de la Salud estima en 220 

millones de casos de diarrea humana y 42.000 muertes en niños menores de 5 años de 

muchos países de bajos-medianos ingresos económico (WHO, 2021). ETEC pertenece al 

grupo ExPEC como tambien E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. 

coli difusamente adherente (DEAC) y E. coli invasiva adherente (AIEC) que se han 

asociado con la enfermedad de Crohn. Por lo tanto, ExPEC constituye una grupo 

heterogéneo en continua evolución. Algunos de los ejemplos de las enfermedades graves 

causadas por cepas patógenas de E. coli son infecciones del tracto urinario humano, 

infecciones gastrointestinales, meningitis, septicemia, como también infecciones 

nosocomiales y enfermedades zoonóticas que en ocasiones pueden ser mortales (Puvača 

& Frutos, 2021). 

 

1.1.2. Resistencia a antibióticos  

La resistencia a los antibióticos es el efecto del sobreuso de antibióticos utilizados por 

humanos y para animales con fines médicos y en la agricultura en las últimas décadas. La 

diseminación global y propagación de los genes de resistencia a los antibióticos (ARG) 

es reconocido como un contaminante ambiental emergente que genera una potencial 

amenaza para la salud, donde según Puvača & Frutos, (2021) las Enterobacteriaceae 

especialmente E. coli representan la mayor amenaza hoy en día debido a que tiene la 

capacidad de transmitir o adquirir genes de resistencia  de los microorganismos que 

comparten su entorno de vida, influyendo en la vida humana y animal. 

 
En 2019 se estimó una mortalidad de 4,95 millones asociadas a enfermedades 

ocasionadas por bacterias resistentes, de los cuales en países de ingresos bajos y medianos 

fueron 1,27 millones de muertes (C. J. Murray et al., 2022). Un ejemplo son los países 

con diferencias socioeconómicas como son países sudamericanos, estos presentan tasas 

altas de AMR por Escherichia coli para la familia de aminoglucósidos, fluoroquinolonas, 

aminopenicilinas, amoxicilina-clavulanato, cefalosporina, polimixinas, producto del 

acceso libre de antimicrobianos, sistema de salud  ineficaces y problemas de saneamiento 

(Rodríguez-Santiago et al., 2021)(The Center for Disease Dynamics Economics & 

Policy, 2018). Además, las actividades antropogénicas como la cría de animales de 
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producción que utilizan antibióticos como promotores de crecimiento se convierten en 

reservorios y/o mecanismos de transferencia de determinantes de resistencia a los 

antimicrobianos (Van Boeckel et al., 2019). 

 
La AMR representa una amenaza latente para la humanidad, y los sectores de 

investigación y la industria farmacéutica no han logrado descubrir y comercializar nuevos 

antibióticos que puedan reducir y minimizar este peligro sustancial (Tacconelli et al., 

2017). En este contexto, la dependencia de los antibióticos de último recurso para tratar 

los niveles crecientes de bacterias multirresistentes en la salud humana y animal es un 

desafío para la comunidad científica (Mendelson et al., 2018). En el intento de hacer 

frente a este problema global, la colistina (polimixina E) se considera uno de los 

antibióticos cruciales de último recurso y se considera una opción importante para su uso 

contra las infecciones causadas por bacterias gramnegativas multirresistentes (Kaye et 

al., 2016). Desafortunadamente, la colistina se usa comúnmente en el mundo animal para 

tratar infecciones y como promotor del crecimiento en alimentos para animales, y estas 

prácticas han contribuido a la resistencia mundial rápida y a gran escala a este antibiótico 

(Elbediwi et al., 2019). 

 

1.1.3. Resistencia a colistina 

Tradicionalmente, los mecanismos de resistencia a la colistina se presentaban por 

mutaciones localizadas en el cromosoma (Kim et al., 2019). Sin embargo, el 

descubrimiento del mecanismo de resistencia a la colistina móvil transmitido por 

plásmidos en 2015, llamado mcr (del inglés mobile colistin resistance), plantea una 

amenaza significativa debido a la capacidad de estos plásmidos para moverse entre 

diferentes especies bacterianas a través de la transferencia horizontal de genes (Y. Y. Liu 

et al., 2016). Considerando estos resultados, la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

recomienda que los países alrededor del mundo implementen estrategias de vigilancia 

para detectar la presencia de microorganismos resistentes a colistina mediados por 

plásmidos y tomar las medidas adecuadas para controlar y prevenir su diseminación 

(PAHO/WHO, 2016). 

 
Desde 2015, el gen mcr ha sido reportado en el contenido cromosómico o plasmídico en 

algunas especies bacterianas, principalmente en las pertenecientes al orden 
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Enterobacterales (Zhang et al., 2021). En la actualidad, el gen mcr es detectado con 

mayor frecuencia en aislamientos de  E. coli (Forde et al., 2018). Además, se han 

detectado diez variantes diferentes del gen mcr (mcr-1 a mcr-10) en todo el mundo en 

bacterias aisladas de humanos, animales, alimentos, medio ambiente y granjas (Hussein 

et al., 2021). 

 
1.1.4. Investigaciones epidemiológicas de Escherichia coli mcr-1 positivo en 

Ecuador 

En el Ecuador, la primera evidencia de la presencia del gen mcr-1 fue detectada en 

aislamientos de E. coli de origen humano en el año 2016 (Ortega-Paredes et al., 2016). 

Desde esta fecha, los reportes de detección de este gen de resistencia han continuado en 

aumento, siendo manifestado en el medio ambiente (Calero-Cáceres et al., 2022), 

animales de compañía (Albán M et al., 2020; Ortega-Paredes et al., 2019) y animales 

de granja (Yamamoto et al., 2019). Debido al número limitado de aislamientos, 

actualmente no es posible encontrar una conexión epidemiológica entre los aislamientos, 

considerando la compleja diversidad de linajes, la escasez de aislamientos clínicos y el 

sesgo sobre el origen de las muestras (limitado a las provincias de Pichincha, Cotopaxi y 

Tungurahua). 

 
1.1.5. Secuenciación de genoma completo (WGS) 

Los costos asociados con WGS (del inglés whole-genome sequencing) están 

disminuyendo rápidamente, lo que permite un acceso más amplio y asequible a esta nueva 

tecnología (Quainoo et al., 2017). WGS se está convirtiendo en un estándar de oro para 

la caracterización de patógenos a nivel de investigación. Según una búsqueda en PubMed 

con los términos " Whole-genome sequencing of bacterial pathogens", los artículos 

publicados aumentaron sustancialmente, de 93 en 2012 a 767 en 2021. El número de 

secuencias bacterianas depositadas en la base de datos del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI, del inglés National Center for Biotechnology 

Information) fue de 2.042.430 muestras biológicas en mayo de 2022 (National Library 

of Medicine, 2022). Aunque el WGS no sustituye a los métodos fenotípicos para detectar 

AMR con fines de salud pública, las considerables ventajas de esta tecnología son 

cruciales para comprender la evolución y diseminación de nuevos determinantes de 

AMR. Entre los muchos beneficios de WGS, esta tecnología caracteriza las bacterias al 
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identificar la especie, el serotipo, información genotípica, contenido de profagos, genes 

de resistencia y virulencia, la anotación del genoma y la filogenia dentro de flujos de 

trabajo de laboratorio in silico (Kekre et al., 2021). 

 
1.1.6. Enfoque del estudio 

En base a una colaboración con Food and Drug Association (FDA) de los Estados Unidos, 

se secuenció el genoma completo de un aislamiento de E. coli portadora del gen mcr-1 en 

un perro con distemper canino aislado en la ciudad de Ambato, el cual fue caracterizado 

preliminarmente en el estudio de Albán M et al., (2020). Por lo tanto, la presente 

investigación plantea la caracterización in silico de la secuencia de este aislamiento.  

 
1.1.6.1. Herramientas bioinformáticas y base de datos 

A continuación, se detallan las bases de datos de donde se obtuvieron los 125 WGS de E. 

coli mcr-1 positiva proveniente de 25 países de diferentes continentes como Asia, 

América, África y Europa. De igual manera, se detalla a continuación las herramientas 

bioinformáticas de la plataforma CGE, la base de conocimientos del Departamento de 

Biología de Sistemas de Energía (KBase) de EE.UU, Galaxy e iTOL. 

 
1.1.6.2. European Nucleotide Archive (ENA ) 

Es una plataforma abierta y compatible para la gestión, intercambio, integración y 

difusión de datos de secuencias de nucleótidos a nivel mundial. Esta base de datos 

pertenece a The European Molecular Biology Laboratory’s European Bioinformatica 

Institute (EMBL-EBI) y contiene proveedores de servicios secundarios como UniProt, 

Array Express, RNAcentral sobre la cual se puede ensamblar la compresión científica de 

los sistemas biológicos en áreas de salud, ciencias ambientales, vigilancia de patógenos. 

Además, incluye una amplia cartera de herramientas que permite subir y extraer 

secuencias en formato FASTQ o FASTA (ENA, 2022)(Harrison et al., 2021). 

 
1.1.6.3. National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

Esta página web de acceso libre produce una variedad de recursos de información 

biomédica y genómica, esto incluye la base de datos de secuencias de ácidos nucleicos 

GenBank® y la base de datos PubMed® de citas y resúmenes publicados en revistas de 

ciencias. Además, NCBI implementa el programa BLAST proporcionando a sus usuarios 
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búsqueda y recuperación inmediata de secuencias, artículos científicos, expresión de 

genes, proteínas, bioproyectos entre otros recursos puesto que comprende 35 bases de 

datos distintos que periódicamente reciben actualizaciones  (NCBI, 2022; Sayers et al., 

2022).  

 
1.1.6.4. Enterobase 

Es un software en línea de fácil uso, permite analizar y visualizar la variación genómica 

de bacterias entéricas como Salmonella, Escherichia/Shigella, Clostridioides, Vibrión, 

Yersinia, Helicobacter y Moraxella. Enterobase se basa en cepas, cada cepa está asociada 

con metadatos genómicos de ensamblajes, donde tiene la posibilidad de comparar el 

genoma ejemplar con más de 120000 genomas existentes de todo el mundo, por 

consiguiente, el tiempo de análisis depende del número de cepas aproximadamente 100 

cepas en 3 horas. Por otro lado, esta herramienta bioinformática mantiene las cepas en 

estado privado durante 12 meses, sin embargo, muchos usuarios publican sus resultados 

de inmediato para facilitar la colaboración e identificar de manera temprana  brotes. Por 

último, el esquema Enterobase de E. coli/Shigella contiene alrededor de 100.000s de 

números cgST (Z. Zhou et al., 2020). 

 
1.1.6.5. ResFinder 4.1. 

Es una herramienta bioinformática de la plataforma CGE, utiliza la secuencia de la 

muestra en formato FASTA es decir, con genoma ensamblado o contigs, o en formato 

FASTQ (reads sin procesar). Contiene cuatro bases de datos destinadas a analizar los 

genes de resistencia a antibióticos adquiridos, mutaciones cromosómicas, traducción del 

genotipo al fenotipo y los paneles específicos de la especie para los antimicrobianos 

reemplazando a las pruebas fenotípicas y PCR convencional utilizadas  de manera 

tradicional para determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos (Bortolaia et al., 

2020). 

 

1.1.6.6. PathogenFinder 1.1. 

Herramienta bioinformática gratuita de la plataforma CGE utilizado para la predicción de 

la patogenicidad bacteriana mediante el análisis de datos de reads sin procesar o genoma 

ensamblado. Esta herramienta permite detectar secuencias de genes con función o 

participación relacionada en la patogenicidad (Cosentino et al., 2013). 
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1.1.6.7. MLST 2.0 (Multi-Locus Sequence Typing) 

Representa uno de los métodos más utilizados para la tipificación de microorganismos 

patógenos. Consiste en el análisis de las secuencias de fragmentos de aproximadamente 

450 pb de por lo menos 7 genes housekeeping, cuyas variaciones permiten diferenciar las 

distintas cepas de la misma especie. Es un método rápido y permite la obtención de 

resultados concretos, reproducibles que necesitan los investigadores para determinar los 

tipos de secuencia de sus aislamientos (Díaz et al., 2018). El programa MLST versión 

2.0 es una herramienta bioinformática que analiza los perfiles de MLST para 66 especies 

bacterianas utilizando como datos de entrada el WGS que puede ser ingresado en formato 

FASTA y FASTQ.  Mensualmente, MLST 2.0 actualiza su base de datos MLST y sus 

alelos de MLST, los mismos que permitirán identificar el tipo de secuencia que mejor 

coinciden con el esquema MLST de estudio gracias al método de clasificación  basado en 

BLAST (Larsen et al., 2012).  

 
1.1.6.8. Plasmid Finder 

Según Carattoli et al., (2014) es una herramienta web que contiene una  base de datos de 

consenso que integra replicones de 559 plásmidos completamente secuenciados. Se 

construyó a partir de 126 secuencias diseñadas en plásmidos completamente secuenciados 

disponibles en la base de datos de nucleótidos del NCBI en 2014 y se ha actualizado 

continuamente para incluir nuevos replicones detectados en plásmidos secuenciados más 

recientemente asociados con la familia Enterobacteriaceae. Plasmid Finder se puede 

utilizar para el análisis de secuencias de replicones de datos de secuenciación en bruto 

(fastq) y ensamblados (fasta). 

 
1.1.6.9. pMLST (plasmid multilocus sequence typing) 

Herramienta web gratuita de la plataforma CGE, permite subtipificar datos de 

secuenciación genómica completo de miembros de la familia Enterobacteriaceae, 

revelando tipos de secuencias de plásmidos (ST) conocidos, nuevos alelos y variantes ST. 

Esta herramienta web admite genomas WGS en formato FASTA y FASTQ, además la 

actualización de su base de datos es semanal desde www.pubmlst.org facilitando la 

tipificación y detección rápida de tipos de plásmidos que generan resistencia a múltiples 

fármacos (Carattoli et al., 2014).  
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1.1.6.10. MGE (Mobile Element Finder) 

Herramienta bioinformática gratuita de la plataforma CGE, Mobile Element Finder 

identifica elementos genéticos móviles y su relación con genes de resistencia a los 

antimicrobianos y factores de virulencia. La detección rápida de MGE se basa en la 

similitud de secuencia con una base de datos de 4.452 elementos conocidos como genes 

de resistencia, factores de virulencia y detección de plásmidos. Este servicio web requiere 

como dato de entrada la secuencia ensamblada en formato  FASTA (Johansson et al., 

2021). 

 
1.1.6.11. SerotypeFinder-2.0  

Pertenece a la plataforma CGE e identifica el serotipo de manera in silico a partir de datos 

WGS de aislamientos secuenciados totales o parciales de Escherichia coli, el formato de 

archivo que admite es fasta o fastq. La herramienta basa su metodología en los genes wzx, 

wzy, wzm y wzt del sistema de procesamiento del antígeno O para la tipificación in silico 

O y los genes de flagelina fliC, flkA, flmA y fllnA para la tipificación in silico H. Todos 

los genes mencionados anteriormente provienen de la base de datos del NCBI, los cuales 

son frecuentemente actualizados por el software (Joensen et al., 2015). 

 
1.1.6.12. cgMLST 

Este método de subtipificación permite a muchos investigadores definir los genes 

centrales o comunes entre diferentes cepas de la misma especie; es utilizado 

principalmente en estudios epidemiológicos debido a que tiene la ventaja de ser un  

método estandarizado, preciso y altamente discriminatorio puesto que el número de loci 

objetivo puede llegar a varios miles y no solo limitarse (Z. Zhou et al., 2020). Se 

construyó un árbol filogenético utilizando este esquema de tipificación de secuencias 

multilocus del genoma central cgMLST para la diferenciación entre aislados E.coli mcr-

1 positivos de disinto origen para analizar las estructuras poblacionales y así comparar, 

compartir los resultados de tipificación entre los 125 WGS localizados en varios puntos 

geográficos. 

 
1.1.6.13. CHTyper 1.0 

Es una herramienta bioinformática de la plataforma CGE utilizada para tipificar 

aislamientos secuenciados de genoma completo o parcial de E. coli como resultado de la 
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identificación de los variantes alélicos del fim H fum C presentes en la especie. La 

tipificación fim (CH) que utiliza esta herramienta bioinformática está integrada por fum 

C, uno de los genes utilizados en el esquema MLST basado en siete locus y un fragmento 

interno del alelo fim H que codifica la adhesina fimbrial de tipo 1 con una precisión del 

95% para determinar de manera rápida los tipos de secuencias (ST) y subST de grupos 

clonales de cepas de E. coli patógenas extraintestinales. CHTyper admite secuencias 

generadas por secuenciación Sanger, archivos FASTQ y WGS (Roer et al., 2018). 

 
1.1.6.14. iTOL (Tree Of Life) v5 

Herramienta en línea y gratuita financiada por el Ministerio Federal de Educación e 

Investigación de Alemania. Es empleada para la visualización, diseño y anotación de 

árboles filogénicos.  Emplea Java Script para implementar el motor de visualización del 

árbol y utiliza el elemento Canvas de HTML5 para su visualización. Actualmente, maneja 

más de 1 millón de árboles de más de 70.000 usuarios individuales debido a que crea 

figuras de alta calidad y admite formatos de entrada de uso común como formato FASTA, 

para árboles filogenéticos Newick, Nexus y PhyloXML, también se admiten archivos de 

ubicación filogenética creados por EPPA, pplacer y árboles QIIME. Finalmente, los 

formatos de visualización de árboles varían desde filogramas o cladogramas, arraigados 

o no arraigados, rectangulares o radiales los cuales son manipulados de acuerdo al diseño 

del usuario (Letunic & Bork, 2021). 

 
1.1.6.15. SPAdes 

Ensamblador de novo gratuito basado el algoritmo de Bruijin Graph, mide la relación que 

se produce entre las subcadenas de nucleótidos de 10 pb (kmer) creadas  para construir el 

Bruijin Graph inicial donde los nodos son los kmers  y posteriormente solo se basa en 

operaciones gráficas teóricas como topología del gráfico, cobertura y longitudes de 

secuencias (Gonzáles de la Fuente, 2018). Es así como genera ensamblajes unicelulares 

en formato FASTA formado por contigs que cubren del 95 a 99% del genoma que está 

siendo objeto de estudio. Para evaluar la eficacia del ensamblado, proporciona la longitud 

media y mínima de contigs, el N50 que es la longitud de contigs más pequeño de aquellos 

que representa el 50% de genoma y la profundidad de cobertura que es el número de veces 

que una determinada posición de nucleótido fue secuenciada (Bankevich et al., 2012). 
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1.1.6.16. KBase 

Es un software gratuito que permite el intercambio de datos, integración y análisis de 

microorganismos. Incluye una gran cantidad de herramientas para el ensamblaje de 

genomas, anotación de genomas, análisis de secuencias, genómica comparativa, análisis 

de comunidades microbianas, entre otras (Arkin et al., 2018). 

 
1.1.6.17. Galaxy Platform Directory 

Es una plataforma gratuita basada en la web, que puede ser utilizada para analizar y 

manipular gran cantidad de conjunto de datos en un amplio espectro de dominios de 

ciencia de la vida tales como genómica, metagenómica, proteómica, metabolómica. 

Galaxy implementa un conjunto de herramientas de manera que puedan ser reproducibles, 

accesibles, de fácil ejecución e interpretación de resultados (Afgan et al., 2018). 

 
 
1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo General 

Caracterizar una secuencia de genoma completo de Escherichia coli mcr-1 positiva de 

origen animal de Ecuador 

 
1.2.2 Objetivos Específicos 

 
1. Analizar una secuencia de genoma completo de E. coli portadora del gen 

mcr-1 de origen canino aislada en Ecuador a través del uso de plataformas 

bioinformáticas. 

 
2.  Evaluar la distancia filogenética entre las secuencias de genoma completo 

de E. coli portadoras del gen mcr-1 de origen ecuatoriano (humanos, 

animales y ambientales), con secuencias representativas de diferente 

origen geográfico. 
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3.  Realizar una comparación entre los resultados de secuencias similares de 

origen ecuatoriano (genes de resistencia a antibióticos, genes de 

virulencia, plásmidos, tipo de secuencia MLST y mecanismos de 

patogenicidad) con estudios afines. 
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CAPÍTULO II 

MARCO METODOLÓGICO 

2.1 Materiales 

-Base de datos: 

1. Enterobase  

2. National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

3. European Nucleotide Archive (ENA) 

 
-Herramientas bioinformática de la plataforma: 

1. Centro de Epidemiología Genómica (CGE) 

2. Departamento de Biología de Sistemas de Energía de EE.UU (KBase) 

3. Tree of Life v5 (iTOL)  

4. Galaxy Plataform Directory 

 
-Computadora portátil 

 

2.2 Metodología 

En la presente investigación se plantea la caracterización in silico de una secuencia de 

genoma completo de E. coli portador del gen mcr-1 proveniente de un perro con distemper 

canino de la ciudad de Ambato, dicha secuenciación fue realizada a través de la 

plataforma Illumina MiSeq por el laboratorio UTA RAM One Health con colaboración 

con Food and Drug Association (FDA), proveniente de estudios preliminares que no 

incluyeron el análisis de genoma completo (Albán M et al., 2020; Núñez Arcos, 2018) 

El primer paso fue realizar el ensamblaje final de UTA069, se utilizó la plataforma de 

KBase para lo cual se registró un nuevo usuario en su página web.  Se trabajó con las 

herramientas SPAdes complementado con Annotate Assembly and Re-annotate Genomes 

with Prokka - v1.14.5, para cada una y de manera independiente se creó una nueva 

narrativa para subir la secuencia WGS en formato fastq. Luego, se cargó a la plataforma 
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el documento que contenía la secuencia desde nuestro computador seleccionando 

previamente el formato. Como resultado, se obtuvieron un archivo fasta, valores con 

respecto al número de contigs, % GC, longitud total (pb) y número de genes. La secuencia 

cargada en el software como los resultados generados se guarda en un historial. Utilizando 

la plataforma Kbase, se evaluó la calidad del genoma, por medio de la aplicación 

CheckM-1.0.18 y Assess Read Quality with FastQC- v0.11.9. Otra plataforma utilizada 

fue QUAST-v4.4, el cual evaluó la calidad del genoma en base a el N50 (Arkin et al., 

2018).  

 
Con la finalidad de analizar y comparar el aislamiento de estudio con varias secuencias 

de genoma completo de E. coli portadora del gen mcr-1, se buscaron dichas secuencias 

en publicaciones, revistas como en las plataformas de Enterobase, NCBI y ENA de 

diferente origen e ubicación geográfica. El criterio de selección de los aislamientos fue 

basado parcialmente en lo indicado por el estudio de Nagy et al., (2020). Los hallazgos 

fueron descargados en el ordenador en formato fasta y guardado con el 

número_de_acceso_localización_año. Es recomendable registrarse en cada plataforma 

para que las búsquedas se almacenen y tenga la posibilidad de crear carpetas y organizar 

los WGS encontrados.   

 
Luego, se prosiguió a caracterizar tanto la cepa de interés UTA069 como el resto de las 

124 cepas E. coli mcr-1 positivas seleccionadas a nivel global, mediante el uso de las 

herramientas de CGE. Para esto, también se registró en la página web, se subió desde el 

ordenador a la plataforma uno por uno cada documento que contenía las secuencias en 

formato fasta para correr de forma independiente en las aplicaciones de Resfinder 4.1, 

Plasmid Finder, MLST 2.0, pMLS, SerotypeFinder-2.0, CHTyper 1.0r, MGE y 

PathogenFinder 1.1 las cuales analizaron respectivamente los genes de resistencia 

antibióticos, los plásmidos, los perfiles de MLST, la subtipificación de la cepas, los 

elementos genéticos móviles e islas de patogenicidad. 

Por último, se elaboró un árbol filogenético basado en el método de subtipado, es decir, 

cgMLST, mediante la complementación entre las herramientas bioinformáticas de Galaxy 

e iTOL utilizando las 125 WGS, como resultado se obtuvo un árbol circular como se 

evidencia en la figura 1, de ahí se dividió en figura 4 y 5 para observar la presencia 

(cuadrados negros) o ausencia (cuadrados transparentes) de los genes de resistencia a 
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antibióticos determinados por Resfinder. De igual manera, se hizo una ampliación 

obteniendo así figura 2 y 3 que demuestra los marcadores de plásmidos y factores de 

virulencia obtenidos por Plasmid Finder, MGE. 
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CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
3.1.1. Análisis de secuencia de genoma completo mediante plataformas 

bioinformáticas 

La información global obtenida del estudio por las plataformas CGE, Enterobase, KBase, 

Galaxy Sciensano e iTOL empleadas en la caracterización del aislado E. coli se detallan 

a continuación. 

 
3.1.2. Análisis de secuencia de UTA069 

La secuencia de genoma completo fue tipificado mediante la técnica Tipificación de 

Secuencias Multilocus (MLST) de la plataforma CGE para así determinar su serotipo. De 

modo que, la secuencia perteneciente al laboratorio UTA RAM One Health corresponde 

al tipo de secuencia ST1196, el cual ha sido identificado tanto en humanos, animales 

destinado a la producción de alimentos y de compañía en todo el mundo, como se 

evidencia en los estudios recientes en países del sur de Asia en criaderos de pollos de 

Pakistán (Bilal et al., 2021), en cóndores de América del Sur (Fuentes-Castillo et al., 

2020), en Europa en aguas residuales de España (Delgado-Blas et al., 2021) e humanos 

(Lalaoui et al., 2019) y Alemania en animales de compañía y aves de corral (Pulss et al., 

2018) (Delgado-Blas et al., 2021). Por último, (Delgado-Blas et al., 2021) estima que el 

ST1196 surgió aproximadamente en el año 1996 en Alemania, desde entonces la cepa se 

propagó en poco tiempo a nivel global siendo mayor su presencia en las secuencias de 

origen animal.  

La secuencia reveló 106 números de contigs, una longitud total de 5,164,337 pb con un 

valor N50 de 224,016 pb. El ensamblaje de la secuencia demostró 99,96% de integridad 

presentando 0,26% de contaminación. Por otra parte, UTA069 contiene 50,61% de GC y 

4,963 genes. Además, este clon ST1196 contiene cuatro plásmidos en su genoma como 

son IncX1, IncFIB, IncFII, IncI2, tal como se detalla en la tabla 1. 

 
Los resultados proporcionan información necesaria para realizar estudios 

epidemiológicos de clones circundantes de E coli mcr-1 positivas en Ecuador como en 

otras localizaciones y de distinto origen. 
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Tabla 1. Caracterización de E. coli UTA 069 

No. de contigs 106 

Longitud total (pb) 5,164,337 

N 50 (pb) 224,016 

Contenido de GC (%) 50.61 

Número de genes 4,963 

Calidad del genoma  % total [% de 

contaminación] 
99.96% [0,26] 

Cobertura del genoma (×)  66.38x 

Secuencias codificadoras de proteínas 

(CDS) 
5,205 

Genes tRNA 83 

Genes rRNA 9 

Serotipo O103:H28 

MLST 1196 

Contenido de plásmidos IncX1, IncFIB, IncFII, IncI2 

Factores de virulencia  
cma, cvaC, hlyF, iroN, iss, lpfA, sitA, traT, ompT, 

terC, traT, gad 

Elementos genéticos móviles (MGEs) 
IS SEn6, MITEEc1, ISEc37, ISKpn26, IS100, 

ISEc38, IS SEn1, ISKpn8, ISEc1 

Genes de 

resistencia a 

antibióticos 

Betalactámicos blaTEM-206, blaTEM-1B, blaTEM-141, blaCTX-M-55 

Antagonistas de la vía del 

folato 
sul3, dfrA12 

Macrólidos mdf(A) 

Fosfomicina fosA3 

Aminoglucósidos aadA1 

Colistina (polimixina) mcr-1.1 

Fenicoles cmlA1 

Tetraciclinas tetA 

Bioproject number NCBI PRJNA751928 

Biosample accession no. SAMN24594990  

Fuente: Autor 
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3.1.3. Factores de virulencia (FV) 

Los FV se agrupan en productos secretados y estructuras de la superficie celular 

producidos por microorganismos patógenos para colonizar e invadir al huésped, 

evadiendo la acción inmunitaria con la finalidad de causarle enfermedades (Leitão, 

2020). La constitución de FV en ExPEC pueden ser desde adhesinas, toxinas, factores de 

adquisición de hierro, polisacáridos, cápsulas  de polisacáridos o invasivas, estos FV 

normalmente son codificadas por genes en el ADN cromosómico (Sarowska et al., 

2019).  

La secuencia UTA069 reveló la presencia de genes relacionados con colicinas (cvaC), 

resistencia sérica (iss,ompT, traT), hemolisina (hlyF), glutamato descarboxilasa (gad), 

resistencia al telurio (terC), fimbrias polares largas (lpfA) y por último la captación de 

hierro (iroN, sitA). Algunos de los genotipos de virulencia están alojados en MGE y 

plásmidos, y predominan en orina de humanos, animales domésticos como gatos y perros 

de diversos lugares en períodos de tiempo (Moore et al., 2021). Otro ejemplo, Ali et al., 

(2021) sugiere que el gen iss codifica una proteína relacionada con una mayor 

supervivencia en suero en aislados de E. coli humana, mientras que, al gen iroN lo 

identifica como la proteína receptora de sideróforo de enterobactina en ExPEC. Las FV 

son muy diversas y se mantienen a través de la transferencia horizontal de genes (Moore 

et al., 2021).  

 

3.1.4. Plásmidos  

Los plásmidos son un tipo de MGE, tienen la facultad de autorreplicarse y actuar como 

vectores de genes de resistencia a los antibióticos como es mcr-1. Zhang et al., (2021) 

alude que el plásmido mcr-1 codifica la enzima pEtN transferasa modificando 

químicamente la unión de fosfoetanolamina (PEA/pEtn transferasa) al grupo del lípido A 

de la estructura de los lipolisacáridos (LPS), esto produce el aumento de las cargas 

catiónicas del LPS bacteriano disminuyendo así la afinidad de unión de la colistina hacia 

LPS. Por lo tanto, esta modificación enzimática del objetivo del antibiótico resulta en el 

mecanismo de resistencia al antibiótico. 

 Mediante la herramienta Plasmid Finder de la plataforma de CGE se reveló cuatro tipos 

de incompatibilidad (Inc) de replicones de plásmidos en la secuencia UTA069 IncX1, 

IncFIB, IncFII e IncI2, siendo el último, IncI2 el plásmido que alberga mcr-1. Gutiérrez 
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et al., (2019) sugiere los plásmidos IncI2 se asocian con frecuencia con blaCTX-M-55 como 

se detectó en la cepa UTA069 y destacó que la prevalencia del mcr-1 requiere atención 

urgente y debe ser examinado tanto en MDR y en aislados susceptibles. Por otro lado,  

según bibliografía Daza-Cardona et al., (2022) menciona que los plásmidos que 

hospedan con mayor frecuencia mcr-1 en cepas E. coli de origen animal, humano, 

alimentario y ambiental son IncFIB, IncFII, Incl2, Incl1, IncFIC, IncFIA, IncX1 e IncX4, 

en comparación con los resultados obtenidos de los 125 WGS a nivel mundial los 

plásmidos IncX1 e IncI2 predominan en cepas de origen animal para los continentes 

América y Asia de manera proporcional (9% y 15% para cada continente); en efecto Sun 

et al., (2020)  encontró mcr-1 en aislados de heces de cerdos en China. De igual forma, 

Rumi et al., (2019) detecto IncI2 en animales en heces de gatos y perros en Argentina , 

mientras que, Mikhayel et al., (2021) detectó en pollos de engorde en Líbano. 

Finalmente, los plásmidos IncFIB e IncFII presentaron mayor proporción en el continente 

asiático en origen animal (30% y 22% respectivamente de 125 WGS), estos plásmidos 

epidémicos están ligados a la resistencia antimicrobiana de estrecho rango hospedero 

(Cortés, 2016). Por ende, Alcock et al., (2020) sugirió que la secuencia mcr-1 está 

presente en los resistomas de Escherichia fergusonii, E. coli, Citrobacter youngae, 

Escherichia albertii, Klebsiella aerogenes, Morganella morganii por presentar 

coincidencias en sus secuencias. 

 
3.1.5. MGEs  

Los elementos IS o secuencias de inserción (IS) son un tipo de elemento genético móvil, 

(B. Liu et al., 2020) consideran que desempeñan un papel en la diversificación de las 

formas del antígeno O mediante la inactivación de genes al transferir el gen del antígeno 

O intraespecies e interespecies.   

 El análisis WGS de la cepa UTA069 identificó una serie IS provenientes de varias 

especies: de Salmonella enterica se identificó IS SEn1 y SEn6, pero SEn6 es el único 

presente en replicón IncI2. McClelland et al., (2004)  demostró que se aisló por primera 

vez en humanos de EE.UU debido a que codifica una enzima transposasa (TnpA) que 

tiene la facultad de escindir el ADN eucariótico y pueden adoptarse como herramientas 

para la edición del genoma; en cambio, los IS provenientes de aislamientos de E. coli 

fueron ISEc1, ISEc38, MITEEc1 y ISEc37,  todos codifican a enzima transposasa pero 

ISEc37 está albergado en el replicón IncFII y es proveniente de un aislado clínico humano 
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de O108:H categorizado como EPEC; por otro lado, se determinó para la especie 

Klebsiella pneumoniae ISKpn8 y ISKpn26, donde ISKpn26 tiene origen en una cepa 

multirresistentes aislada de humanos (P. Liu et al., 2012); Finalmente, IS100 es 

originario de Yersinia pestis el cual contiene genes reprimibles por hierro como fyuA e 

irp2 (enterobactina sintetasa F) implicados en el complejo sideróforo-hierro 

(Podladchikova et al., 1994) (Siguier et al., 2006). 

 
3.1.6. Genes de resistencia a antibióticos. 

Los aislamientos que portan el gen mcr-1 por lo general portan una gran plétora de genes 

de resistencia a antibióticos (Mendes Oliveira et al., 2019; J. Sun et al., 2018), como se 

presenta en anexos. El caso del aislamiento UTA069 no es la excepción, en el cual lleva 

consigo los genes de resistencia a betalactámicos de tipo blaTEM y blaCTX-M-55, los cuales 

son frecuentemente detectados en aislamientos ecuatorianos de E. coli de origen clínico, 

animal (pollos) y ambiental en los últimos años (Calero-Cáceres et al., 2022; Ortega-

Paredes et al., 2020; Zurita et al., 2020). Adicionalmente, porta el gen mdf(A) el cual es 

responsable de otorgar resistencia a una numerosa cantidad de clases de antibióticos, y 

cuya presencia en organismos de origen clínico es frecuente alrededor del mundo  

(Montealegre et al., 2020; Rafique et al., 2020). El gen de resistencia a fosfomicina 

fosA3, el cual tiene un origen reciente y es ordinariamente detectado en aislamientos 

animales y clínicos que portan el gen de resistencia blaCTX−M y otros aislamientos 

multirresistentes (Y. Zhou et al., 2022). La presencia de genes de tipo fosA es de amplia 

preocupación desde el punto de vista epidemiológico, ya que la fosfomicina es 

continuamente utilizada por su actividad frente a un amplio rango de patógenos 

bacterianos, incluidos miembros del orden Enterobacterales altamente resistentes (Elliott 

et al., 2019). El gen de resistencia aadA1 la cual porta resistencia a los aminoglucósidos, 

los cuales son una clase esencial de antibióticos bactericidas que se utilizan con 

frecuencia, principalmente en combinación con betalactámicos, para tratar infecciones 

graves causadas por bacterias gramnegativas (Ramirez & Tolmasky, 2010). La 

resistencia a los aminoglucósidos se ha reportado con una mayor frecuencia en los últimos 

años, incluso, lo que es más preocupante, en asociación con otras clases de antibióticos, 

como los betalactámicos y las fluoroquinolonas (Bodendoerfer et al., 2020). 
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 El gen de resistencia tetA es uno de los principales mecanismos de resistencia a las 

tetraciclinas, las cuales son parte de los antibióticos más usados a nivel global en el ámbito 

ganadero (Møller et al., 2016).  

 
3.1.8. Filogenia bajo el esquema cgMLST de las 125 WGS a de E.coli 

Con la finalidad de evaluar la distancia filogenética e identificar las diferencias entre las 

secuencias de genoma completo de E. coli portadoras del gen mcr-1 de origen ecuatoriano 

con secuencias representativas de diferente origen geográfico descargados de las bases de 

datos se presenta la figura 1, esta comprende un esquema general de cgMLST de las 125 

cepas de 25 países que corresponde a cuatro continentes América: Argentina, Bolivia, 

Brasil, Chile, Ecuador, México y Perú; África: Egipto y Túnez; Asia: Camboya, China, 

Líbano, Malasia, Pakistán, Singapur, Indochina y Vietnam; por último, Europa: 

Alemania, República Checa, Dinamarca, Países bajos, Portugal, España, Turquía y Suiza.
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Figura 1. Filogenia bajo el esquema cgMLST de las 125 WGS de E. coli mcr-1 positivo de 25 países a nivel mundial 

 

Aislamientos: Cada país esta diferenciado bajo un color referencial de acuerdo al continente que pertenezcan, destacando los de origen ecuatoriano. Origen: se presenta 4 
fuentes diferenciados por colores: Animal (Naranja), Ambiental (Azul); Alimento (Verde); Humano (Rosado). Se ha incluido en los aislamientos de origen ecuatoriano un 
emoticono que resalta su origen (openmoji.com).
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La figura 1 revela que las relaciones evolutivas entre mcr-1 que albergan E. coli no se 

correlacionaron con el origen de las muestras y la procedencia geográfica, denotando que 

existe una distribución de cepas de manera heterogénea. El ST al cual pertenece el aislado 

UTA069 es 1196, el cual se encuentra relacionado de manera cercana con el ST 632, el 

cual en la figura 1 se aprecia que pertenece a aislamientos de origen ambiental de España. 

De la misma forma, nuestro aislamiento objeto de estudio posee los genes de resistencia 

blaTEM-1B, blaCTX-M-55, aadA1 y sul3 detallados en la figura 4 y 5; así como genes de 

virulencia similares traT, terC, gad, IpfA, además de compartir las mismas clases de 

plásmidos (Ovejero et al., 2017), como se evidencia en la figura 2 y  3. 

 
En cuanto al resto de las cepas aisladas ecuatorianas, como es el caso del grupo 

parafilético entre las 4 cepas de aislamiento clínico humano de Camboya y la cepa 

ecuatoriana RXLG00000000.1 aislada de pollos de engorde reportado por Vinueza-

Burgos et al., (2019), se puede observar que pertenecen al mismo ST354, mientras que 

en la figura 1 se observa dos relaciones al compartir los genes de resistencia blaTEM-1B y 

sul2. Por lo cual, se puede sugerir que existe un reservorio de esta variedad clonal en 

Ecuador al tener un ancestro en común con potencial de diseminación a partir de los 

continentes América y Asia para el resto del mundo. Por otro lado, se presenta una 

ramificación que relaciona genéticamente la cepa ecuatoriana RXLF00000000.1 con la 

cepa alemana ERR1407278, ambos de origen ambiental. Además, estas cepas comparten 

los plásmidos IncFIB e IncFIC detallados en la figura 3.  

 
 La diversidad clonal de los aislamientos ecuatorianos que portan los genes mcr-1 es 

sumamente amplia. Sin embargo, la pequeña cantidad de aislamientos de origen 

ecuatoriano de los cuales se posee las secuencias de genoma completo limita el análisis 

de las relaciones filogenéticas entre estos aislamientos, motivo por el cual es necesaria la 

realización de una mayor cantidad de estudios enfocados en la caracterización de 

patógenos de interés epidemiológico utilizando herramientas de secuenciación de 

genomas completos. 
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Figura 2. Genes de virulencia y contenido de plásmidos de las secuencias de E. coli evaluadas (parte 1). 

El origen de los aislamientos se especifica por diferentes colores: Animal (Naranja), Ambiental (Azul); Alimento (Verde); Humano (Rosado). La presencia o ausencia de los 

genes de virulencia o los grupos de incompatibilidad de plásmidos se indican con estrellas y círculos, respectivamente.  
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Figura 3. Genes de virulencia y contenido de plásmidos de las secuencias de E. coli evaluadas (parte 2). 

El origen de los aislamientos se especifica por diferentes colores: Animal (Naranja), Ambiental (Azul); Alimento (Verde); Humano (Rosado). La presencia o ausencia de los 

genes de virulencia o los grupos de incompatibilidad de plásmidos se indican con estrellas y círculos, respectivamente. 
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Figura 4. Contenido de genes de resistencia a antibióticos (ARGs) de los aislamientos de E. coli evaluados (parte 1). 

El origen de los aislamientos se especifica por diferentes colores: Animal (Naranja), Ambiental (Azul); Alimento (Verde); Humano (Rosado). La presencia o ausencia de los 

genes de resistencia a antibióticos se representa con un cuadrado de color negro (presencia) y sin color (ausencia). 
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Figura 5.Contenido de genes de resistencia a antibióticos (ARGs) de los aislamientos de E. coli evaluados (parte 2). 

El origen de los aislamientos se especifica por diferentes colores: Animal (Naranja), Ambiental (Azul); Alimento (Verde); Humano (Rosado). La presencia o ausencia de los 

genes de resistencia a antibióticos se representa con un cuadrado de color negro (presencia) y sin color (ausencia).
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3.1.9. Comparación con secuencias de diverso origen geográfico y tipo de muestra 

Con respecto al contenido de plásmidos, UTA069 porta a los grupos IncX1, IncFIB, 

IncFII e IncI2, los cuales representan los grupos de incompatibilidad más frecuentemente 

detectados en aislamientos de E. coli que portan el gen mcr-1 a nivel global (Matamoros 

et al., 2017). Tal y como se aprecia en las figuras 2 y 3, los plásmidos de tipo IncFIB 

presentan una elevada presencia en aislamientos de tipo humano y animal, en 

comparación con los detectados en orígenes ambientales. De forma contraria, los 

plásmidos IncFII e IncI2 presentan una elevada frecuencia de detección en aislamientos 

ambientales, en comparación con los detectados en entornos humanos y animales. La 

investigación de Matamoros et al., (2017) hipotetiza acerca del mecanismo de 

transferencia genética horizontal de los plásmidos de tipo IncI2, los cuales tendrían un 

origen animal. Con la finalidad de comprender mejor los mecanismos de diseminación y 

los elementos genéticos móviles que mayoritariamente participan en la diseminación de 

mcr-1, sería necesaria una re-secuenciación de los plásmidos que se encuentran dentro de 

estos aislamientos para identificar en cuál de ellos se encuentran presentes el gen mcr-1 

(Antipov et al., 2016). Con respecto al origen geográfico, se observa una distribución 

homogénea de los tipos de plásmidos presentes en los aislamientos analizados.  

 
Con respecto a los mecanismos de virulencia, los genes terC, traT y gad son aquellos que 

muestran una elevada presencia de forma general a nivel global, los cuales se los asocia 

principalmente a organismos considerados patogénicos de origen animal (Kaipainen et 

al., 2002; Skarżyńska et al., 2021; Turkovicova et al., 2016). En referencia al tipo de 

muestra, los genes ompT, iss y sitA son detectados con una mayor frecuencia en 

aislamientos de origen animal y en los continentes América, Asia y África (figura 2 y 3).  

El gen ompT se usa en estudios epidemiológicos para identificar el patotipo de E. coli 

uropatogénico (UPEC) (Desloges et al., 2019). El gen iss se lo asocia a microorganismos 

causantes de shock séptico en humanos en el ámbito clínico, así como el gen sitA 

detectado de forma habitual en UPEC y en E. coli patogénico en aves (APEC) (Bakhshi 

et al., 2020; Fröding et al., 2020).  

 
Con respecto a los genes de resistencia a antibióticos, la presencia del gen de resistencia 

a betalactámicos blaTEM es la más frecuente a nivel global, cuya presencia se asocia al 

impacto antropogénico y cuya presencia en aislamientos multirresistentes se ha 

incrementado notablemente desde hace más de 20 años (Chaturvedi et al., 2021; Gootz, 
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2014). Entre las variantes de CTX-M de relevancia clínica, blaCTX-M-55 representó el gen 

más usual detectado en aislados ambientales y con menor frecuencia en muestras 

humanas y animales. La variante CTX-M-55 muestra una presencia abundante en 

aislamientos de Asia, Europa y América. La prevalencia de Enterobacterales productores 

de BLEE de tipo CTX-M-55 está aumentando en todo el mundo sin que se haya aclarado 

completamente el mecanismo de transmisión, lo que amenaza la salud pública y 

veterinaria (Li et al., 2022). 

Otro mecanismo de resistencia que se encuentra presente en UTA069 y con una presencia 

atípica es fosA3, el cual ha sido detectado en aislamientos asiáticos, ausente en la mayoría 

de aislamientos americanos y totalmente ausente en los aislamientos africanos y europeos 

(figura 4 y 5). Los aislamientos de E. coli  resistentes a fosfomicina presentaron un 

incremento en China desde el año 2010 (Cao et al., 2017). En países de Europa, su 

detección es sumamente infrecuente y ha sido relacionada prioritariamente a aislamientos 

clínicos de viajeros provenientes de Asia (Loras et al., 2020). En Ecuador, el único 

reporte de resistencia a fosfomicina catalizada por el gen fosA3 es un póster presentado 

por INSPI, en el cual se indica una prevalencia mayor al 10% en aislamientos de origen 

humano y avícola en los últimos años (Villavicencio et al., 2022), el cual es un porcentaje 

notablemente más alto en comparación con los países de la región.  

 
Otro mecanismo detectado en UTA069 y de identificación frecuente en aislamientos 

globales es sul3, el cual otorga resistencia a la familia de las sulfonamidas. La resistencia 

a las sulfonamidas está muy extendida en diferentes entornos, incluidos lugares con baja 

actividad antropogénica (Lin et al., 2021; Pruden et al., 2012). Aunque se encuentran 

con menos frecuencia, otro grupo de ARGs que se detectó con periodicidad fue el de los 

genes de resistencia a la tetraciclina, específicamente el gen tetA, que están ampliamente 

diseminados en los clones actuales que circulan en todo el mundo. El uso extensivo de 

tetraciclinas en entornos clínicos y veterinarios como profilácticos y promotores del 

crecimiento puede generar una presión selectiva para desarrollar y difundir estos ARGs 

(Rose et al., 2016; Samanta & Bandyopadhyay, 2020). 

 
Por lo antes expuesto, la caracterización del aislamiento UTA069 ha permitido destacar 

su relevancia epidemiológica en base a su información molecular. La presencia de 

aislamientos de E. coli que poseen los genotipos de multirresistencia antibiótica y 
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mecanismos de virulencia asociados a organismos patogénicos es preocupante, y sugiere 

que las mascotas podrían representar un reservorio silencioso de bacterias 

multirresistentes y actuar como elementos de diseminación de estos organismos entre 

diferentes ambientes.  
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CAPITULO IV 

4.1. CONCLUSIONES 

 
4.1.1 Se analizó una secuencia de genoma completo de Escherichia coli portadora del gen 

mcr-1 de origen animal a través del uso de plataformas bioinformáticas, por lo que 

se obtuvo información molecular relativa a la caracterización in silico como el 

número de contigs, longitud total del genoma, N50, contenido de GC, calidad del 

genoma y su porcentaje de contaminación, serotipo, tipo de secuencia MLST, 

contenido de plásmidos, factores de virulencia, elementos genéticos móviles y 

genes de resistencia. La secuencia de UTA069 demostró ser una cepa patógena 

multirresistente, disponible en la base de datos del NCBI bajo el número de acceso 

SAMN24594990. El análisis servirá como referencia para investigaciones futuras 

relacionadas con la amenaza sanitaria global como es la resistencia 

antimicrobiana, en especial para reforzar la vigilancia epidemiológica en el 

Ecuador y el continente de América. 

 
4.1.2 Se evaluó la distancia filogenética entre las cepas de E. coli mcr-1 positivas aisladas 

de diverso origen de Ecuador y aislados de estudios semejantes de diferentes 

localización geográfica, observándose una distribución de cepas de manera 

heterogénea; donde la cepa de estudio se relacionó genéticamente con sus 

análogos provenientes de España, por lo cual, se sugiere que comparten un 

ancestro en común; en base a la demostración epidemiológica, el reservorio de 

esta variedad clonal puede encontrarse en países vecinos. Adicionalmente, 

muchas cepas ecuatorianas están mayormente relacionadas con continentes 

asiáticos y europeos. Las conexiones epidemiológicas entre los aislamientos, 

permitirán detectar de manera temprana brotes y orígenes de cepas 

multirresistentes, sus variantes, y su diseminación en fuentes ambientales, 

humanas, animales y agroalimentarias a nivel mundial. 

 
4.1.3 Los 11 clones  E. coli  ecuatorianos analizados pertenecieron a distintos tipos de 

secuencia MLST,  a una amplia gama de plásmidos como los tipos de 

incompatibilidad IncI2, IncFIB, IncFII,  IncFIA, IncX4, IncX1, IncN, IncQ1 entre 

otros. Donde IncI2 e IncFIB demostraron una presencia mayoritaria para 
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aislamientos ecuatorianos y cepas de distinta fuente aisladas de los cuatro 

continentes. Los plásmidos se encuentran asociados a diferentes mecanismos de 

resistencia a antibióticos facilitando la diseminación de los mismos entre 

miembros de la familia Enterobacteriaceae. Adicionalmente, se observó una 

homogeneidad en los genes de resistencia a antibióticos en función de los orígenes 

geográficos. Los aislamientos ecuatorianos portadores de resistencia móvil a 

colistina portan adicionalmente ARGs para aminoglucósidos, sulfonamidas, 

tetraciclinas, y betalactámicos, cuya presencia ha aumentado en los últimos años 

los microorganismos del orden Enterobacterales. De manera global, los perfiles 

de resistencia muestran patrones diferentes de acuerdo a su origen geográfico y 

fuente; de igual manera sucedió con los factores de virulencia.  

 

4. 2 RECOMENDACIONES 

4.2.1 Estudiar activamente los componentes implicados en la vigilancia epidemiológica 

reforzaran las medidas precautorias para reducir con mayor certeza la ocurrencia 

de enfermedades o infecciones ocasionadas por Escherichia coli en la población, 

de tal forma, que aclare el conocimiento de los mecanismos que adquieren los 

patógenos para diseminarse en varios huéspedes y áreas geográficas determinadas. 

4.2.2 El mundo no está haciendo lo suficiente para hacer frente a la RAM. Nuestros planes 

de acción actuales necesitan ser más rápidos para controlar la amenaza, debido a 

que RAM está ejerciendo una presión adicional sobre los trabajadores de atención 

médica de primera línea al hacer que las infecciones comunes sean más difíciles 

de tratar, por ello se debe ayudar a los países de todo el mundo a proteger sus 

sistemas de salud. Además abordar el tratamiento de compuestos antimicrobianos 

en los efluentes de los hogares, hospitales e instalaciones farmacéuticas para 

disminuir la evolución bacteriana y desarrollo de superbacterias en diversos 

reservorios. 

4.2.3 Fomentar una prohibición global del uso de polimixinas en aplicaciones 

agroalimentaria, veterinarias puesto que por dichas actividades pueden propagar 

el mcr-1 inadvertidamente a los humanos y medio ambiente. No hay que olvidar 

que, la diseminación de estos marcadores genéticos no está restringidos por 

fronteras nacionales, por lo cual, es significativo el estudio de los viajes o 
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comercios de alimentos y animales en la introducción de mcr-1 en nuevos 

ecosistemas y países, incluso aquellos con políticas establecidas de administración 

de antibióticos. 
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ANEXOS 

ANEXO A 

SECUENCIAS OBTENIDAS DE BASE DE DATOS 

 
Tabla 2. Aislamientos de Escherichia coli mcr-1 positiva de diferente origen y ubicación 
geográfica reportadas en diversos estudios tomados como referencia. 

País 
Tipo de 

secuencia ST 
Origen 

Año de 
muestra 

Nº de acceso de muestra 
biológica 

Referencia 

Argentina 770 animal 2014 RZIF00000000 (Rumi et al., 2019)  

Bolivia 

117 human 2016 SAMN08290418 

 (Giani et al., 2018) 

2705 human 2016 SAMN08290414 

2705 human 2016 SAMN08290424 

206 human 2016 SAMN08290411 

7571 human 2016 SAMN08290416 

2936 human 2016 SAMN08290425 

7571 human 2016 SAMN08290415 

10 human 2016 SAMN08290410 

1286 human 2016 SAMN08290412 

10 human 2016 SAMN08290422 

711 human 2016 SAMN08290419 

Brazil 

46 environment 2016 KY770024.1 
(Fernandes et al., 

2017)  

206 animal 2014 PUFY00000000 

(Cordeiro-Moura et 
al., 2022) 

744 human 2014 MTJV01000000.1 

1850 animal 2016 MUIP00000000 

683 environment 2017 SRR10521259 

58 environment 2017 PPTK00000000 .1 

156 human 2016 MRDN01000000 

3024 human 2017 QHCW00000000.2 

224 human 2017 QHCY00000000 

Cambodia 

354 human 2012 SRR1788028 

(Stoesser et al., 2016)  
354 human 2012 SRR1788032 

354 human 2012 SRR1788024 

354 human 2012 SRR1788027 

Chile 4204  human 2016 RXIT00000000.1 (Gutiérrez et al., 
2019)  

China 

156 human 2015 LWQZ00000000  (H. Yu et al., 2016) 

48 food 2016 SAMN15150500 

(Shen et al., 2020) 

10 environment 2018 SAMN21239021 

9406 human 2017 SAMN15150503 

10 livestock 2018 SAMN15150510 

744 human 2018 SAMN21239008 

744 human 2013 SAMEA104030445 (Arcilla et al., 2016)  
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País 
Tipo de 

secuencia ST 
Origen 

Año de 
muestra 

Nº de acceso de muestra 
biológica 

Referencia 

88 animal 2016 PRJEB14379 (Bai et al., 2016)  

278 animal 2016 CP027255.1 
 (Arcilla et al., 2016) 

641 human 2013 SAMEA104030444 

Czech Republic 
23 human 2018 S377A  (Krutova et al., 

2021) 158 human 2018 S340A 

Denmark 

131 animal 2012 ERR1399397 

(Hasman et al., 
2015)  

6249 animal 2013 ERR1399394 

48 animal 2012 ERR1399396 

2063 animal 2014 ERR1399398 

359 animal 2012 ERR1399395 

Ecuador 

354 animal 2014 RXLG00000000.1 
 (Dominguez et al., 

2019) 

2857 animal 2014 RXLH00000000.1 (Vinueza-Burgos et 
al., 2019)  

5876 environment 2018 SAMN14123588  (Calero-Cáceres et 
al., 2022) 10779 environment 2018 SAMN14123585 

665 animal 2014 RXLI00000000.1 
(Vinueza-Burgos et 

al., 2019)  

10 environment 2018 SAMN20560763  (Calero-Cáceres et 
al., 2022) 58 environment 2018 SAMN14123586 

191 animal 2014 RXLE00000000.1 
(Vinueza-Burgos et 

al., 2019)  
 

156 animal 2014 RXLJ00000000.1 

602 animal 2014 RXLF00000000.1 

1196 animal 2018 SAMN24594990 
 (Calero-Cáceres et 

al., 2022)  

Egypt 224 animal 2017 PRJNA666443 
 (Ramadan et al., 

2021) 

Germany 

357 animal 2012 ERR1407280 
(Falgenhauer et al., 

2016)   

1851 human 2016 ERR1562562 
(Fritzenwanker et al., 

2016)  
  

617 human 2017 SAMN06029893 

617 human 2017 SAMN06029896 

88 animal 2012 ERR1407279 

(Falgenhauer et al., 
2016)  

410 animal 2013 ERR1359224 

602 animal 2012 ERR1407278 

Lebanon 

349 animal 2018 SAMEA8387807 

 (Mikhayel et al., 
2021) 

457 animal 2018 SAMEA8387826 

1011 animal 2018 SAMEA8387740 

1140 animal 2018 SAMEA8387748 

997 animal 2018 SAMEA8387747 

997 animal 2018 SAMEA8387750 

189 animal 2018 SAMEA8387744 

189 animal 2018 SAMEA8387745 

48 animal 2018 SAMEA8387828 

48 animal 2018 SAMEA8387739 

744 animal 2018 SAMEA8387749 
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País 
Tipo de 

secuencia ST 
Origen 

Año de 
muestra 

Nº de acceso de muestra 
biológica 

Referencia 

6448 animal 2018 SAMEA8387746 

23 animal 2018 SAMEA8387820 

Malaysia 

117 animal 2013 PRJNA269658 
(Petrillo et al., 2016)  

3014 animal 2013 PRJNA269654 

744 human 2013 PRJNA224116 
 (C. Y. Yu et al., 

2016) 

410 environment 2013 PRJNA269669 (Petrillo et al., 2016)  

Mexico 744 animal 2015 FUEI01000000.1 
(Garza-Ramos et al., 

2018)  

Netherlands 

2079 animal 2009 SAMEA3952460 

(Kluytmans-van den 
bergh et al., 2016)  

117 animal 2014 ERR1399424 

117 animal 2014 ERR1399425 

117 animal 2009 SAMEA3952461 

Pakistan 10 environment 2019 SRR10519311 (Ali et al., 2021)  

Peru 

2197 animal 2018 SRR12206225 

 (M. Murray et al., 
2021) 

10 human 2018 SRR12206268 

23 animal 2018 SRR12206198 

Portugal 

297 food 2018 ERR5927152 

(Ribeiro et al., 2021)  

602 food 2018 ERR5927172 

6469 food 2018 ERR5927169 

117 food 2018 ERR5927129 

533 food 2018 ERR5927128 

533 food 2018 ERR5927271 

Singapore 

117 human 2014 SRR4302302 

(Chen et al., 2020)  101 human 2015 SRR4302224 

8755 human 2015 SRR4302138 

2006 human 2013 SAMEA4019573 
(Teo et al., 2016)  

224 human 2013 SAMEA4019572 

Spain 

131 human 2016 ERS1363864 
 (Ortiz de la Tabla et 

al., 2017) 

167 human 2016 PRJNA377406 
(Sánchez-Benito et 

al., 2017) 

632 environment 2013 ERR3555810  

 (Delgado-Blas et al., 
2021)  

632 environment 2013 ERR3555803 

632 environment 2013 ERR3555812 

632 environment 2013 ERR3555796 

632 environment 2013 ERR3555801 

632 environment 2013 ERR3555805 

632 environment 2013 ERR3555799  

632 environment 2013 ERR3555792 

632 environment 2013 ERR3555797 

Switzerland 7060 animal 2015 CP015995  (Zurfluh et al., 2016) 

Indochina 101 human 2013 SAME104030441 
 (Arcilla et al., 2016) 

Tunisia 744 human 2013 SAME104030442 
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País 
Tipo de 

secuencia ST 
Origen 

Año de 
muestra 

Nº de acceso de muestra 
biológica 

Referencia 

Turkey 6094 animal 2010 SAMN14609418 

(Adiguzel et al., 
2021)  

Vietnam 

1158 animal 2012 SAMEA4350784 

 (Trung et al., 2017) 

1011 animal 2012 SAMEA4350788 

165 animal 2012 SAMEA4350786 

2690 animal 2012 SAMEA4350789 

48 animal 2012 SAMEA4350790 

10 human 2012 SAMEA4350778 

162 animal 2012 SAMEA4350780 

155 animal 2012 PRJEB14873 

156 animal 2012 SAMEA4350771 

101 animal 2012 SAMEA4350774 

Fuente:(ENA, 2022; Enterobase, 2022; NCBI, 2022)  

ANEXO B 

 HERRAMIENTAS BIOINFORMÁTICAS  

 
 
Figura 6.Resultado del ensamblaje a través de la plataforma de Kbase del aislamiento 

de Escherichia coli UTA069. 

 

Fuente: Autor 
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Figura 7.Evaluación de calidad y características del aislamiento de Escherichia coli 
UTA069 

 

Fuente: Autor 
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Figura 8. Determinación de la resistencia a los antimicrobianos de UTA069 mediante la 
plataforma ResFinder 4.1 

 
Fuente: Autor 

 

Figura 9. Evaluación de la patogenicidad de la cepa UTA069 empleando la herramienta 
PathogenFinder 1.1 

 
Fuente: Autor 
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Figura 10. Tipificación de UTA069 utilizando la herramienta MLST 2.0 

 

Fuente: Autor 

 
Figura 11. Identificación de plásmidos de UTA069 utilizando la herramienta del CGE 

 
Fuente: Autor 

Figura 12. Serotipificación in silico de la cepa UTA069 

 
Fuente: Autor 
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Figura 13. Subtificación de plásmidos presentes en la secuencia UTA069 

 
Fuente: Autor 

 
 

Figura 14. Subtificación de la variante alélica del gen fim (CH) de cepa UTA 069 

 
Fuente: Autor 
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Figura 15.Identificación de elementos genéticos móviles presente en UTA069 

 Fuente: Autor 
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