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RESUMEN   
 
 

La amplia diseminación de la metalo-β-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) entre 

enterobacterias ha generado problemas en los sistemas de salud. Aunque se considera que 

el gen blaNDM se originó en Acinetobacter baumannii, aún no es claro cómo fue su 

transferencia a Enterobacterales en donde ha tenido mayor impacto y a la que pertenece 

Providencia rettgeri. En el 2017, el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana (LGMB), 

a partir de un aislamiento clínico de P. rettgeri de un hospital de México, reportó el plásmido 

p06-1619-NDM, una variante del plásmido pNDM-BJ01-like, propio de Acinetobacter spp., 

e interesantemente, dicho plásmido presentó mayor estabilidad en P. rettgeri, sugiriendo 

que esta enterobacteria podría tener un papel clave en la diseminación del gen blaNDM. Por 

lo tanto, en este estudio, con el fin de entender el papel de P. rettgerri en la diseminación y 

movilización del gen blaNDM desde Acinetobacter a las distintas especies de enterobacterias, 

fueron analizados 19 aislamientos clínicos de P. rettgeri, provenientes de un estudio de 

vigilancia realizado por el Instituto de Salud Pública de México en alianza con el LGMB. 

Usando oligonucleótidos específicos y la información de los pulsotipos de los aislamientos 

obtenidos por PFGE, se realizó la caracterización molecular y filogenética de dichos 

aislamientos, por lo que se pudo establecer la presencia de al menos siete grupos clonales 

con diferencias genéticas asociadas al transposón Tn125. Con base en este resultado, se 

secuenció el genoma de seis de estos aislamientos usando las tecnologías de 

secuenciación NovaSeq y PacBio. Los resultados mostraron, que a pesar de que no existía 

ningún vínculo epidemiológico, los aislamientos secuenciados en este estudio presentaron 

relación filogenética, no solo con genomas de aislamientos mexicanos, sino también con 

genomas de países como China, Japón y Colombia. El análisis de las plataformas de 

movilización del gen blaNDM, permitió establecer la secuencia de tres nuevos plásmidos que 

portan este gen de resistencia. Se encontró, que estos plásmidos presentan relación con 

otros plásmidos reportados en P. rettgeri y en otras enterobacterias. Adicionalmente, los 

análisis de genómica comparativa resultaron en tres importantes hallazgos: I) La 

determinación de una nueva secuencia de inserción (ISPrre10) funcional, que además se 

identifica como una nueva plataforma de movilización del gen blaNDM por un mecanismo de 

transposición de tipo círculo rodante. II) La identificación de la IS6368 como una posible 

plataforma de movilización del gen blaNDM mediante unidades translocativas. III) La 

movilización de estos dos elementos genéticos móviles a plásmidos reportados en otras 

enterobacterias que convergen en P. rettgeri. En conjunto, estos resultados, sumados a lo 



 

 

reportado previamente, sugieren a P. rettgeri como un reservorio para la diseminación del 

gen blaNDM mediante nuevas plataformas que promueven su movilización y dispersión a 

otras enterobacterias de mayor impacto clínico.  

 

Palabras clave: Providencia rettgeri, blaNDM, pNDM-BJ01-like, ISPrre10, IS6368, Tn125. 
 

 

  



 

 

ABSTRACT 
 

The widespread of the New Delhi metallo-β-lactamase (NDM) in enterobacteria has brought 

problems to the health system. Although it is commonly accepted that blaNDM was originated 

in Acinetobacter baumannii, how this gene was transferred to the Enterobacterales, where 

it has had greater impact, remains unclear. In 2017, the Laboratorio de Genética Molecular 

Bacteriana (LGMB), identified the plasmid p06-1619-NDM in a clinical strain of Providencia 

rettgeri obtained from a mexican hospital. The plasmid p06-1619-NDM is highly similar to 

the Acinetobacter spp. pNDM-BJ01-like plasmids. It is stable in P. rettgeri and it constitutes 

the second report of a pNDM-BJ01-like plasmid in the Enterobacterales. This finding 

suggests that P. rettgeri could play an important role in the blaNDM gene dissemination from 

Acinetobacter to different species of Enterobacterales. Therefore, in order to understand the 

role of P. rettgeri in blaNDM gene dissemination and its mobilization from Acinetobacter to the 

Enterobacterales, in this work were analyzed 19 clinical isolates of P. rettgeri harboring the 

blaNDM  gene coming from a surveillance study carried out by the Instituto de Salud Pública 

de México in alliance with the LGMB. Using specific oligonucleotides and the information of 

each strain’s pulsotype obtained by PFGE, a molecular and phylogenetic characterization 

of these isolates was performed.This analysis resulted in the identification of at least seven 

clonal groups with genetic differences associated with the Tn125 transposon. Using the 

above result, six isolates of P. rettgeri were selected to be sequenced using the NovaSeq 

and PacBio sequencing technologies. The sequencing results showed that, in spite of no 

epidemiological link among the sequenced isolates, these showed a phylogenetic 

relationship, not only with genomes from mexican isolates, but also with genomes from 

countries such as China, Japan and Colombia. The analysis of blaNDM mobilization platforms 

led to the finding of three new plasmids harboring this resistance gene. These plasmids 

showed association with other plasmids previously reported in P. rettgeri and in other 

Enterobacterales Additionally, comparative genomic analysis resulted in three important 

findings: I) It was determined a new functional insertion sequence (ISPrre10), associated to 

the blaNDM mobilization by means of a rolling-circle transposition mechanism. II) Identification 

of IS6368 as a key mobilization platform in P. rettgeri by means of intermediary 

translocatable units. III) Mobilization of these two elements toward plasmids previously 

reported in other enterobacteria and converging in P. rettgeri. In summary, these results, in 

addition to the previously reported information, suggest that P. rettgeri plays an important 



 

 

role as reservoir to the blaNDM dissemination by means of new platforms that boost its 

mobilization and spread to other Enterobacterales with greater clinical impact. 

 

Key words: Providencia rettgeri, blaNDM, pNDM-BJ01-like, ISPrre10, IS6368, Tn125.  
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1 INTRODUCCIÓN 

 
Las infecciones por bacterias que presentan resistencia a antibióticos son un problema 

creciente a nivel mundial, cuyo impacto en el ámbito hospitalario se ve reflejado en aumento 

de morbilidad, mortalidad y costos en el sistema de salud (1). Uno de los microorganismos 

que ha llamado la atención en esta problemática, son las enterobacterias, debido a la alta 

frecuencia de casos de infecciones con resistentes a carbapenémicos, antibióticos β-

lactámicos de última línea terapéutica. Adicionalmente un estudio hecho entre 2009 y 2013, 

reveló que las infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE) fueron 

asociadas con un riesgo cuatro veces mayor de que los pacientes reciban un tratamiento 

empírico inapropiado, y específicamente al analizar pacientes con enfermedad crónica y 

enfermedad aguda, los pacientes con CRE son tres veces más propensos a recibir un 

tratamiento empírico inapropiado (46.5% frente a 11.8%, P< 0.001), lo que a su vez 

aumenta la mortalidad, la estancia hospitalaria y los costos en los sistemas de salud (2). En 

Colombia, entre 2006 y 2010, el costo total promedio de la hospitalización de pacientes con 

infección por bacterias resistentes a carbapenémicos fue significativamente mayor al de los 

pacientes con infecciones susceptibles a estos antibióticos (costo ajustado; US $ 11.359 

versus US $ 7.049), debido a permanencia en UCI más prolongadas y el aumento en los 

costos de los medicamentos antimicrobianos. (3, 4). 

 

Debido a esta problemática, la OMS desde el año 2015 incluyó el Plan de Acción Global 

(GAP) sobre resistencia a los antimicrobianos, el cual tiene entre sus objetivos fortalecer el 

conocimiento a través de la vigilancia y la investigación con el fin de comprender y combatir 

el problema de la resistencia a los antimicrobianos (5). La participación de estas bacterias 

en la problemática de resistencia ha sido tal, que en el último reporte del Centro de Control 

y Prevención de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, se estimó que en el 2017 los 

Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, ha sido responsable de 13.100 casos de 

hospitalización de pacientes y 1.100 muertes al año (6). Esta familia de bacterias se ha 

vuelto resistente a casi todos los antibióticos disponibles, siendo una amenaza para la salud 

pública que requiere acción urgente (6). Es así que  en 2017 la OMS definió a las CRE 

dentro de los patógenos de prioridad critica que requieren la investigación y el desarrollo de 

nuevos antibióticos, ya que los actuales no proveen soluciones ante muchas infecciones 

(7). Finalmente se ha estimado que para 2050 al menos 10 millones de personas podrían 

morir por infecciones debido a la resistencia a los antimicrobianos (RAM) (8). 
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La resistencia a los antibióticos carbapenémicos en enterobacterias ha tenido una amplia 

propagación a nivel mundial, lo que puede deberse a la movilidad de genes de resistencia 

en diferentes especies, asociada a elementos genéticos móviles (EGM), como los 

plásmidos. Uno de los genes que ha adquirido mayor importancia es el gen blaNDM, ya que 

confiere resistencia a casi todos los antibióticos de última línea, y a pesar de ser el de 

aparición más reciente, ha tenido rápida y amplia diseminación (9). Fue descrito por primera 

vez en Klebsiella pneumoniae y posteriormente fue identificado en diferentes especies de 

Acinetobacter spp. incluyendo A. baumannii y actualmente presenta alta dispersión entre 

Enterobacterales (10-12). A pesar de que no es clara la movilización del gen blaNDM de A. 

baumanni a enterobacterias, el impacto clínico que tienen estas últimas, conduce a que 

haya una necesidad por conocer cómo se ha dado la diseminación de los mecanismos de 

resistencia en estos organismos (13). Como ejemplo de esta situación el Instituto Nacional 

de Salud de Colombia reportó un aumento en los casos de infecciones con aislamientos de 

Providencia rettgeri  resistentes a carbapenémicos entre los años 2012 y 2014 (14). P. 

rettgeri, es una enterobacteria patógena oportunista capaz de generar infecciones 

especialmente del tracto urinario. A pesar de ser poco frecuente entre infecciones 

hospitalarias, este tipo de casos llama la atención ya que son más difíciles en el manejo de 

su tratamiento, por lo que es importante conocer más acerca de la diseminación de la 

resistencia en esta bacteria (15, 16). Adicionalmente en un estudio del Laboratorio de 

Genética Molecular Bacteriana publicado en el 2017 por Márquez y colaboradores (17), se 

planteó que P. rettgeri puede estar actuando de manera importante en la diseminación del 

gen blaNDM, pues se ha reportado que en esta convergen plásmidos de A. baumanii y de 

otras enterobacterias, con estructuras que sugieren que la evolución de los plásmidos NDM-

positivos se da probablemente por eventos de transposición o co-integración entre 

plásmidos provenientes de bacterias como P. rettgeri (17). En este estudio, fue reportado 

un aislamiento de P. rettgeri de un hospital de México, en el que se encontró un plásmido 

pNDM-BJ01-like (18). Esta familia de plásmidos es propia de Acinetobacter spp. y tiene 

inusual circulación en enterobacterias, siendo este el segundo reporte en esta familia (17, 

19), lo que sugiere que, P. rettgeri puede tener un papel importante en la diseminación de 

blaNDM. Dada la importancia que tiene el hallazgo del plásmido pNDM-BJ01-like en P. 

rettgeri, surge el interés por estudiar los aislamientos de esta especie, provenientes de la 

misma institución mexicana, que permitan identificar los posibles cambios en la circulación 

de las plataformas de movilización del gen blaNDM para poder entender el verdadero papel 

de esta enterobacteria en la movilización de dicho gen de resistencia. 
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Por esta razón se planteó la siguiente pregunta de investigación: 

¿Existen cambios en el genoma de los aislamientos de Providencia rettgeri que albergan el 

gen blaNDM, provenientes de un hospital de México, y diferencias en sus plataformas 

genéticas de movilización? 

 

Con el fin de resolver esa pregunta se realizó el análisis genómico comparativo de 19 

aislamientos de P. rettgeri que portaban el gen blaNDM, identificados durante los años 2012 

a 2015 en la institución mexicana. Inicialmente se determinó en ellos la variabilidad 

plasmídica asociada a los plásmidos pBJ01-like, mediante la identificación molecular de 

regiones del transposón Tn125 (en el que se ubica el gen blaNDM), la inserción de la IS6368 

en el ΔTn125 y la presencia de algunas regiones del transposón Tn6368 descrito por 

primera vez en el plásmido p06-1619-NDM. Estos resultados fueron asociados con la 

relación genética de los aislamientos, obtenida previamente por electroforesis en gel de 

campo pulsado (PFGE) en México, lo que permitió seleccionar para secuenciación 

genómica mediante tecnologías de segunda y tercera generación a los principales clones 

que circularon en la institución con diferencias en las regiones de las plataformas de 

movilización analizadas. Estos genomas fueron comparados con los genomas de P. rettgeri 

reportados a nivel mundial mediante un análisis filogenético del genoma conservado 

“genoma core”. Finalmente se realizó un análisis “in sillico” de las plataformas de 

movilización de blaNDM de los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México 

con respecto a aislamientos previamente reportados. Hasta marzo de 2020, sólo se habían 

reportado ocho genomas completos y doce plásmidos (siete son NDM-positivos), por lo que 

el análisis genómico comparativo de estos aislamientos mexicanos de Providencia rettgeri 

que portan el gen blaNDM, aporta a la comprensión de los mecanismos por los cuales esta 

especie podría estar favoreciendo la diseminación de este gen de resistencia. 
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2 MARCO TEORICO 

 

2.1 Generalidades del modelo de estudio: Providencia rettgeri 

 

Providencia rettgeri es un bacilo Gram negativo no fermentador de lactosa, que pertenece 

los Enterobacterales de la familia Morganellaceae y a la tribu Proteeae. Esta bacteria puede 

ser encontrada ubicua en el ambiente y como parte de la microbiota del ser humano (20). 

Puede causar neumonía, meningitis, endocarditis, infecciones en heridas y del torrente 

sanguíneo, pero principalmente infecciones del tracto urinario, en las que tiene impacto 

significativo en la morbilidad, mortalidad y la prolongación del tratamiento de los pacientes 

(21-24). Se ha sugerido además la formación de biopelícula de esta especie en la superficie 

de los catéteres en vías urinarias y máquinas de diálisis, lo que promueve las condiciones 

que conllevan a infecciones potencialmente fatales, especialmente en casos de pacientes 

con el sistema inmune comprometido. (22, 25, 26).  

 

La elección de la terapia antimicrobiana para las infecciones causadas por P. rettgeri  

usualmente incluye a β-lactámicos como las cefalosporinas de tercera y cuarta generación, 

monobactámicos y carbapenémicos; fosfomicinas; quinolonas y amikacina (20). Es 

importante resaltar que esta especie es resistente intrínsecamente a antibióticos como la 

ampicilina, las cefalosporinas de primera generación; los aminoglicósidos: gentamicina, 

tobramicina y netilmicina; las polimixinas como la colistina; las tetraciclinas y las glicilcilinas 

como la tigeciclina, siendo estos tres últimos grupos, opciones consideradas para el 

tratamiento de aislamientos multirresistentes en otras especies bacterianas (27). Aunque 

las infecciones hospitalarias por P. rettgeri son poco frecuentes, se han reportado 

aislamientos resistentes a múltiples antibióticos, incluyendo a los carbapenémicos (21, 28), 

β-lactámicos de mayor espectro, lo que sumado a la resistencia intrínseca de P. rettgeri 

representa mayor dificultad en la selección de tratamientos adecuados  (29).  

 

2. 2 Resistencia adquirida a los β-lactámicos en P. rettgeri 

 

En la actualidad, los β-lactámicos son los antibióticos de uso más frecuente para el 

tratamiento de infecciones en múltiples especies, incluyendo P. rettgeri  (30). Estos ejercen 

su acción como bactericidas mediante la interrupción de la formación de la pared celular 
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bacteriana, puesto que se unen covalentemente a las proteínas esenciales de unión a la 

penicilina (PBP), las cuales están involucradas en la unión de los peptidoglicanos que 

componen la pared celular (30). Este grupo de antibióticos está comprendido por las 

penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos, los cuales conservan el 

anillo β-lactámico unido a diferentes radicales que amplían su espectro de acción (30).   

 

Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia a este grupo de antibióticos como la 

disminución de la expresión de porinas en la membrana, la expresión de bombas de eflujo, 

la modificación del sitio blanco de acción y de enzimas que hidrolizan los β-lactámicos, 

conocidas como β-lactamasas (31-33) (Figura 1). Estas enzimas, son capaces de hidrolizar 

el enlace amida del anillo β-lactámico, y se clasifican según Ambler en cuatro grupos (A, B, 

C y D) (34); teniendo en cuenta su sitio activo y el espectro de acción. Las serina β-

lactamasas, entre las que están las enzimas clase A, C y D, tienen al aminoácido serina en 

su sitio activo, el cual emplean como nucleófilo de reacción para hidrolizar el anillo β-

lactámico de penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos a través de un intermedio de 

acilenzima covalente y pueden inactivarse por los inhibidores de la β-lactamas (ácido 

clavulánico, sulbactam y tazobactam) (9). Por otro lado están las enzimas de clase B, son 

metalo β-lactamasas, dependientes de zinc, que utilizan un nucleófilo de agua activado por 

metales para catalizar la reacción de hidrolisis de casi cualquier β-lactámico (a excepción 

de los monobactámicos) incluyendo a los inhibidores de β-lactamasas (10).  

 

   

Figura 1. Esquema general de los mecanismos de resistencia a los antibióticos β-lactámicos en bacterias Gram 

negativas. A. Se observa las proteínas de unión a penicilina (PBPs) involucradas en la biosíntesis de la pared 
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celular, actuando en la unión de péptidos adyacentes a la porción terminal del motivo D-ala-D-ala. B. ingreso 
de β-lactámicos por medio de porinas hacia el espacio periplasmático C. Los β-lactámicos actúan inhibiendo la 
transpeptidación al ocupar el sitio requerido por el sustrato D. La β-lactamasas son exportadas al espacio 
periplasmático donde actúan catalizando la hidrolisis de los antibióticos β-lactámicos. (E) Bombas de flujo, son 
otra forma en la que las bacterias pueden evadir la acción de los antibióticos, transportándolos al exterior. 

Modificado de Mojica et al. 2016 (33). 

 

Las metalo-β-lactamasas (MβL) se agrupan en tres subclases B1, B2 y B3 de acuerdo con 

la identidad de los residuos esenciales del sitio activo y el perfil de sustrato. B1 puede actuar 

con uno o dos iones Zinc en su sitio activo, la subclase B2 requiere un ion Zinc y se inhibe 

con la presencia de otro ion zinc en el sitio activo y la subclase B3 requiere la presencia de 

dos iones Zinc (9). Siendo el más frecuente el grupo B1 del que resaltan la Imipenemasa 

Metalo-β-Lactamasa (IMP), la MβL codificada por el Integrón Verona (VIM) y la MβL de 

Nueva Delhi (NDM). En estas enzimas, los iones metálicos son esenciales para estabilizar 

los intermediarios de reacción que son claves en la hidrólisis de antibióticos β-lactámicos 

incluyendo a los de última línea como los carbapenémicos (Figura 2) (35).  

 

 

Figura 2.  Mecanismo de acción de NDM-1. (A) Hidrólisis del anillo β-lactámico empleando los dos iones de 

zinc de NDM-1. (B) Estructuras de tres antibióticos β-lactámicos que pueden ser hidrolizados por la enzima 

NDM; ampicilina (penicilina), meropenem (carbapenémicos) y chromacef (cefalosporina), se resalta el anillo β-

lactámico en cada una de las estructuras. Modificado de Stewart et al 2017 (36). 
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Aunque P. rettgeri es una bacteria poco frecuente, en algunos estudios han sido descritas 

las β-lactamasas de espectro extendido TEM, OXA, PER y las metalo-β-lactamasas IMP y 

NDM (28, 35, 37-40). Siendo esta última enzima, la carbapenemasa más frecuente en la 

especie (13). 

 

2.3 Providencia rettgeri portadora del gen blaNDM 

 

El gen blaNDM que codifica para la MβL de Nueva Delhi fue descrito en el año 2008 en 

Klebsiella pneumoniae y desde entonces ha tenido una amplia dispersión en todos los 

continentes, propagándose en diversas especies bacterianas, especialmente en un amplio 

número de enterobacterias, con mayor frecuencia Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Enterobacter cloacae y también en bacterias no fermentadoras Gram negativas como 

Pseudomonas spp. y Acinetobacter baumannii (9, 10, 12, 18, 21, 41-43). 

 

En 2011, por primera vez un aislamiento de P. rettgeri fue reportado con el gen blaNDM, este 

aislamiento fue recuperado en India como resultado del estudio SMART (del inglés Study 

for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) en el que analizaron 253 aislamientos de 

Enterobacterales con susceptibilidad reducida a ertapenem, provenientes de los cinco 

continentes. Desde entonces, se han publicado reportes de aislamientos de P. rettgeri con 

este gen recuperados incluso en el año 2008 (previo al primer reporte). A la fecha, se han 

reportado casos de P. rettgeri portando el gen blaNDM en dieciocho países de diferentes 

continentes (India, Nepal, Indonesia, China, Corea,  Pakistán, Israel, Sudáfrica, Turquía, 

Bulgaria, Australia, Canadá, Estados Unidos, Brasil, Ecuador, Argentina, México y 

Colombia), lo que se sugiere un aumento en la circulación de blaNDM en la especie (10, 21, 

44-46). 

 

La diseminación del gen blaNDM en P. rettgeri y en otras especies ha sido asociada 

usualmente con elementos genéticos móviles (EGM). Estos son secuencias de ADN que 

generalmente tienen capacidad de replicarse y movilizarse autónomamente en las células 

bacterianas, promoviendo la movilidad intracelular e intercelular del ADN (16). La presencia 

de este gen en EGM, le ha brindado una gran versatilidad y capacidad de diseminación 

entre diferentes especies, lo que ha llevado a que bacterias que tenían bajo impacto clínico 

como P. rettgeri, considerada como un microorganismo ambiental, actualmente esté 
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causando infecciones hospitalarias multirresistentes y la resistencia a los carbapenémicos 

esté siendo asociada con mayor frecuencia a la presencia del gen blaNDM (10, 47).  

 

2.4 Elementos genéticos móviles que participan en la diseminación de blaNDM 

 

Los EGM debido a la capacidad de movilización que tienen, han facilitado la trasmisión de 

información genética entre bacterias de la misma especie y entre diferentes especies 

bacterianas, ya que estos a menudo incorporan en el genoma genes y operones de sus 

huéspedes anteriores (48). Existen diferentes EGM, entre los que se resaltan las 

secuencias de inserción, los transposones y los plásmidos, los cuales han sido involucrados 

en la transferencia de factores de virulencia y genes de resistencia como blaNDM en múltiples 

especies (16). 

 

 

2.4.1 Secuencias de inserción y transposones  
 

Las secuencias de inserción (IS) y los transposones (Tn) son elementos genéticos móviles, 

relativamente pequeños conformados por fragmentos de ADN que tienen la capacidad de 

moverse a una nueva ubicación en la misma molécula de ADN dentro de una célula, gracias 

a la acción de enzimas llamadas transposasas (Tnp) y con frecuencia es posible encontrar 

varias copias de estos elementos en una sola molécula de ADN (16). Los transposones son 

de mayor tamaño que las secuencias de inserción, y en algunos casos cuentan con genes 

accesorios como las recombinasas y resolvasas que favorecen la movilización (49), 

cuentan con extremos en los cuales se encuentran secuencias de inserción, que son los 

EGM autónomos más sencillos y también los más abundantes, que presentan secuencias 

cortas repetidas, llamadas repetidos invertidos (IRs) (50). Los extremos de muchas IS 

pueden ser definidos como IR izquierdo (IRL, por su sigla en inglés) e IR derecho (IRR) de 

acuerdo con la dirección del gen tnp (de la transposasa). La trasposición de estos elementos 

puede darse de dos formas, la primera es conservativa, en la cual la transposasa hace un 

corte en la IS, sale de la zona de origen y al encontrar la secuencia objetivo, la transposasa 

hace un corte para que los extremos de la IS puedan insertarse en su nueva ubicación. La 

segunda forma de transposición es replicativa, en esta, la transposasa al encontrar la 

secuencia objetivo le hace un corte  y en ese punto, le une un extremo de la IS, entonces 

la participación de una enzima resolvasa permite que la hebra donante se separe de la 
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receptora, mientras que por un proceso de recombinación se forma un co-integrado que 

permite que el ADN objetivo reconstruya la cadena con la secuencia insertada (16) (Figura 

3). En la trasposición replicativa quedan copias de la secuencia de la IS por la que se dio la 

movilización en la ubicación de origen y en la ubicación de destino, como resultado de la 

reparación de ADN que se da después de la escisión, generando secuencias cortas 

repetidas que oscilan entre 3 y 14 pb (la longitud depende del tipo de IS), llamados TSD 

(por su sigla en inglés target site duplication), sin embargo, algunas IS no parecen formar 

TSDs ni IRs (16).  

 

 
Figura 3. Proceso de transposición no replicativo. A. La transposasa del elemento P se une a secuencias dentro 

de ambos extremos del elemento P e inicia una ruptura de ADN bicatenario en cada extremo, como lo indican 

las flechas. La secuencia clivada se puede insertar en un nuevo sitio objetivo (izquierda). La reparación de 

espacios generará las duplicaciones características del sitio objetivo (TSD) (51) 

 

Estos eventos son de gran importancia ya que con frecuencia las IS flanquean un gen de 

resistencia y son capaces de movilizarlo generando un transposón compuesto, tal como se 

ha descrito en la movilización del gen blaNDM, con el Tn125 (11, 52). Inicialmente, se 

considera que blaNDM, es producto de la fusión entre un gen de resistencia a aminoglicósidos 

(aphA6) y el gen de una metalo-β-lactamasa preexistente en Acinetobacter que 
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posteriormente se unió a la secuencia de inserción ISAba125 y dio origen finalmente, al gen 

blaNDM (11). El gen blaNDM-1 se ha encontrado a su vez flanqueado por dos copias de la 

ISAba125, generando un transposón conocido como Tn125 el cual actualmente se 

encuentra con frecuencia en enterobacterias y en plásmidos conjugativos, facilitando la 

dispersión de este gen (Figura 4) (11). 

 

 

 

 
Figura 4. Representación del Tn125 figura tomada de (53). Las flechas representan los genes que se 

encuentran usualmente en este transposón, con las copias de ISAba125 en los extremos (53). 

 

2.4.2 Plásmidos  
  
Los plásmidos son moléculas extracromosomales de ADN de doble cadena y estructura 

circular, con capacidad de autoreplicarse de manera independiente (54). Cuentan con 

mecanismos que les permiten separar sus copias para asegurarse de dejar al menos un 

plásmido en cada célula hija (capacidad de partición), pueden controlar el número de copias 

que generan para la transferencia conjugativa y a pesar de no ser portadores de genes 

esenciales para la supervivencia de la bacteria, usualmente transportan genes de virulencia 

y resistencia que le proveen ventajas a la bacteria hospedera (54). 

 

Los plásmidos con capacidad de transferirse de una bacteria a otra, son llamados plásmidos 

conjugativos y juegan un papel importante en la transferencia horizontal de genes (THG) y 

en la propagación de la resistencia a antibióticos (55). Puesto que el conocimiento de su 

genética poblacional, rango de hospedadores y tasas de transferencia es de gran utilidad, 

se ha buscado agrupar los plásmidos para identificar características comunes en ellos. 

Dado que los plásmidos que pertenecen a un mismo grupo, generalmente no pueden co-

habitar en la misma bacteria hospedadora, los conjuntos en los que se han clasificado, se 

han denominado grupos de incompatibilidad (Inc) (48). La incompatibilidad que hay entre 
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dos o más plásmidos del mismo grupo se ha asociado con el hecho de que al ser altamente 

similares pueden compartir el mismo origen de replicación y sistema de partición, lo que 

puede causar que no puedan mantenerse de manera estable en la misma célula y uno de 

ellos se pierda rápidamente, especialmente si alguno es de menor tamaño o tiene menor 

toxicidad (56, 57). A partir del concepto de incompatibilidad, se han agrupado diferentes 

plásmidos conocidos, lo que ha permitido identificar algunos grupos de plásmidos en los 

que se movilizan genes de resistencia que son de alto impacto clínico, como el caso del 

gen blaNDM, el cual ha sido reportado generalmente en grupos de incompatibilidad F, A/C, 

L/M, H12, N y X3 (54, 58). 

 

Aunque la mayoría de los estudios de P. rettgeri albergando el gen blaNDM se han centrado 

en la descripción de los perfiles de susceptibilidad y la caracterización de carbapenemasas; 

algunos pocos han logrado describir a los plásmidos responsables de la adquisición de este 

mecanismo de resistencia (59). A la fecha han sido secuenciados siete plásmidos 

albergando el gen blaNDM en P. rettgeri, el primero fue el pPrY2001, identificado en un 

aislamiento clínico de Canadá en 2010, el cual no perteneció a algún grupo de 

incompatibilidad conocido y presentaba la maquinaria de conjugación plasmídica Tra-Pre 

(60). Posteriormente, en 2017, el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana analizó la 

epidemiología genómica de plásmidos que codificaban NDM-1 en aislamientos clínicos de 

P. rettgeri de Colombia y México (recolectados entre los años 2012 y 2014), el cual permitió 

identificar la secuencia completa de tres plásmidos nuevos, p16Pre36 y pRB151 en 

aislamientos colombianos y p06-1619-NDM en un aislamiento mexicano. Dichos 

aislamientos a pesar de no presentar ninguna relación epidemiológica tenían en común la 

presencia de un plásmido NDM-positivo. Adicionalmente los aislamientos de México 

presentaron >99% de identidad nucleotídica sobre 64% a 76% de la secuencia completa 

de pPrY2001 lo que puede deberse a la presencia de un segundo plásmido como en el 

caso del aislamiento 06-1619 (17). El plásmido p16Pre36, proveniente de un aislamiento 

de Bogotá, tiene dos regiones que codifican para la transferencia conjugativa, una de estas 

ha sido encontrada únicamente en P. rettgeri (Tra-Pre) y la otra se encuentra en muchas 

enterobacterias (Tra1) (17). El plásmido pRB151-NDM proveniente de un aislamiento de 

Bucaramanga, tiene una estructura genética completamente novedosa, no relacionada a 

ninguna secuencia reportada previamente en la base de datos de nucleótidos del NCBI 

(17). En este último plásmido el gen de resistencia blaNDM-1 se encontró dentro de un ΔTn125 

que tiene sus dos ISAba125 truncadas, codifica una maquinaria putativa para la 
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transferencia conjugativa del plásmido, para proteínas de los procesos de replicación y 

partición del plásmido, y un operón putativo para la producción de fimbrias. Finalmente, el 

plásmido p06-1619-NDM fue identificado en un aislamiento (06-1619) de México, el cual 

albergaba también al plásmido p06-1619-1, sin genes de resistencia y con la región de 

transferencia conjugativa Tra-Pre del pPrY2001 (17, 18). p06-1619-NDM tiene un tamaño 

de 54 kb y una identidad nucleotídica >99% sobre una cobertura del 74% de la secuencia 

de pNDM-BJ01, por lo que pertenece a la familia de plásmidos pNDM-BJ01-like, 

identificados con frecuencia en especies de Acinetobacter, presenta el Tn125 truncado 

después del gen tat por la inserción de dos copias de la secuencia de inserción IS6368, que 

se localizan formando un transposón clase I, con secuencias de inserción IS5 e IS26 y los 

sistemas toxina-antitoxina parED y relEB (18). Adicionalmente, se han publicado en la base 

de datos de nucleótidos del NCBI, tres plásmidos más de P. rettgeri con el gen blaNDM, 

p2055-IMP (NZ_MH882484.1) y pNDM-QD51 (NZ_MH263652.1) de China; y un plásmido 

del aislamiento AR_0082 (NZ_CP029737.1) de origen desconocido. Estos plásmidos aún 

no cuentan con análisis de plataformas de movilización de este mecanismo de resistencia, 

lo que ha dificultado los análisis comparativos con otros estudios. 

 

Aunque aún no es claro el mecanismo de transferencia y dispersión del gen blaNDM-1 desde 

Acinetobacter a otras especies de enterobacterias, el hallazgo en P. rettgeri de un plásmido 

pBJ01-like (p06-1619-NDM), usualmente encontrado en Acinetobacter spp. , llevo a 

plantear que posiblemente P. rettgeri ha estado involucrada en la transferencia de blaNDM 

desde Acinetobacter spp a Enterobacterales (17). Teniendo en cuenta que se tienen 

solamente dos reportes de este tipo de plásmidos en enterobacterias, el primero en  

Enterobacter aerogenes y el segundo el de P. rettgeri, el estudio de esta última especie en 

la transferencia del gen blaNDM toma particular importancia para entender los posibles 

mecanismos de dispersión de este gen de alto impacto clínico (11, 17-19). Debido a este 

hallazgo, el hospital de México continuó la vigilancia de este tipo de aislamientos, hasta el 

año 2015, encontrando más aislamientos de P. rettgeri portadores del gen blaNDM, de los 

cuales se desconocía la estructura genética de los elementos genéticos móviles que 

promovieron la movilización de este importante gen de resistencia y que hacen parte de 

este estudio. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo principal  

 

Realizar el análisis genómico comparativo de aislamientos de Providencia rettgeri que 

transportan el gen blaNDM identificados en un hospital de México. 

 
 

3.2 Objetivos específicos  

 

Determinar la variabilidad plasmídica de los aislamientos de Providencia rettgeri que 

transportan el gen blaNDM. 

 

Establecer la secuencia del genoma de los principales clones de Providencia rettgeri que 

transportan el gen blaNDM, en la población de estudio y compararlos con los genomas 

reportados a nivel mundial. 

 

Analizar las diferencias en las plataformas de movilización de blaNDM de los aislamientos de 

Providencia rettgeri del hospital de México con respecto a aislamientos previamente 

reportados.  
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4 METODOLOGIA 

 
 

4. 1 Tipo de estudio y selección de aislamientos bacterianos 

 
Se realizó un estudio descriptivo y retrospectivo a partir de 20 aislamientos clínicos de 

Providencia rettgeri, recolectados durante los años 2012 a 2015 en un hospital mexicano 

(Figura 5), institución de la cual previamente fue recuperado el aislamiento de P. rettgeri 

06-1619. Estos aislamientos fueron caracterizados como NDM positivos por el Instituto 

Nacional de Salud Pública de México y enviados al Laboratorio de Genética Molecular 

Bacteriana de la Universidad El Bosque en Colombia. 

 
 

 

Figura 5. Orden cronológico de recolección de los aislamientos de P. rettgeri que hacen parte de este estudio. 

 

Los aislamientos fueron cultivados en agar MacConkey e incubados a 37°C por 24 horas 

para confirmar su pureza y viabilidad. Posteriormente fueron criopreservados a -80°C en 

caldo Tripticasa Soya con 15% de glicerol para los análisis moleculares y genómicos 

posteriores ilustrados en la Figura 6. 
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Figura 6.  Esquema metodológico general. Se muestran a manera general las estrategias metodológicas que 

se manejaran para el análisis de los aislamientos del estudio.  

 

4.2 Extracción de ADN bacteriano para caracterización molecular  

 
La extracción de ADN se llevó a cabo a partir de 3 o 4 UFC obtenidas de un cultivo previo 

en agar MacConkey con un crecimiento de 24 horas a 37°C, a las que se les agregó 100 

µL de buffer lisis (TRIS HCL 1M pH 8.0, EDTA 0.5M pH 8.0, sacarosa 7%, lisostafina 1µg/µL 

y SDS 1.25%) , se incubó a 37ºC por 1 hora, luego se adicionó 200 µL de fenol cloroformo 

(1:1); se mezcló en vórtex y se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C,  el 

sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo de 0.6 mL y se le adicionó 200 uL de Etanol 

frio al 95% para precipitar el DNA, el cual se incubó a -80ºC por 30 minutos. Posteriormente 

se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos y se descartó el etanol. El ADN se dejó secar 

a temperatura ambiente por 1 hora y se resuspendió en agua destilada estéril. La 

cuantificación y la verificación de la calidad del ADN se hizo usando NanoPhotometer® 

NP80 marca IMPLEN y posteriormente se almacenó a -20°C.  

 

4. 3 Confirmación molecular del género, especie y el gen blaNDM 

 

La caracterización molecular en los aislamientos se realizó mediante PCR convencional, en 

reacciones independientes, usando oligonucleótidos y protocolos previamente 
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estandarizados en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana. Se realizó confirmación 

de género y especie utilizando los oligonucleótidos para amplificación de un fragmento del 

gen cromosomal dnaA (reacción 1, Tabla 1), se confirmó que los aislamientos fueran 

portadores del gen blaNDM positivos mediante la amplificación de un fragmento del gen 

blaNDM (reacción 2, tabla 1).  Los ciclos de amplificación se describen en la tabla 2. Todos 

los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, 

teñidos con solución de bromuro de etidio 0,5 mg/ml revelados con un analizador de geles. 

 

4.4 Determinación de la variabilidad plasmídica de los aislamientos de 

Providencia rettgeri que transportan el gen blaNDM. 

 
Una vez confirmados los aislamientos, con el fin de identificar si estos conservaban la 

misma estructura del plásmido p06-1619-NDM, o plásmido pBJ01-like; se amplificaron 

cuatro regiones plasmídicas, una perteneciente al plásmido pBJ01-like de A. baumannnii y 

tres del p-06-1619-NDM de P. rettgeri las cuales se muestran en la figura 7.

 

Figura 7. Regiones de reconocimiento de los oligonucleótidos empleados en PCRs independientes de las 

reacciones 1 a 5 descritas en la tabla 1 (los números de la figura corresponde a la reacción 2 a 6 la tabla 1). 1. 

reconocimiento de oligonucleótidos para el gen blaNDM, 2. Ubicación del ΔTn125 truncado (en el gen tat) por la 

IS6368 3. Región de reconocimiento en el Tn125 sin el truncamiento identificado en el p06-1619-NDM. Las 

flechas de color rojo y negro ubicadas bajo la secuencia de cada plásmido, indican el sitio de reconocimiento 

de los oligonucleótidos usados para identificar el cambio en el transposón Tn125 4.  Reconocimiento del gen 

parD. 5 y del gen relB. Las barras grises entre cada secuencia corresponden a regiones con >99% de identidad 

nucleotídica Tomada de (61). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos usados para la caracterización molecular por PCR de los aislamientos del estudio 

Reacción  ID Secuencia 5´-->3' 
Secuencia                     

objetivo 
Referencia 

1. 
Confirmación 
de especie   
P. rettgeri  

GN569 GCCCCCTTCAAGCTGAATTA 

dnaA (61) 
GN570 GCGTCAGTTCCACAAAAGTCA 

2. 
Confirmación 
de blaNDM 

GN438 GCCCCCTTCAAGCTGAATTA 
blaNDM LGMB 

GN485 ACACCATTAGAGAAATTTGC 

3. 
Transposón 

Tn125 
truncado 

GN575 GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA 

ΔTn125 (61) 
GN576 TGGCTGCGTAAATACCCCA 

4. 
Transposón 

Tn125  

GN575 GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA 
Tn125 (61) 

GN577 TGAAACGATCATGCTGTGCC 

5. Antitoxina 
parD 

GN665 GAGCTCATGGCTCGTACAACAAGTGTAAC 

parD (62) 

GN666 
TCTAGATTAGTGGTGATGGTGATGATGTACATTATGAG
CGTTCTTCACTT 

6. Antitoxina 
relB 

GN667 
CATCATCACCATCACCACTAATCTAGATGGGTAGCATT
AACCTGCGTAT 

relB (62) 

GN668 
GAATTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGAGTTCA
TCCAGCGTCACACGTA 

 

 

Tabla 2. Ciclos de amplificación de PCR para la caracterización molecular de los aislamientos 

  
Desnaturalización 

inicial 
Desnaturalización 

Unión de 
primers 

Extensión Extensión final  

Secuencia 
objetivo 

Tiempo 
(min) 

(°C) 
Tiempo 
(min) 

(°C) 
Tiempo 
(min) 

(°C) 
Tiempo 
(min) 

 (°C) 
Tiempo 
(min) 

(°C) 

blaNDM-1 5:00 95 0:30 95 1:00 54 0:30 72 7:00 72 

Tn125 5:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72 

ΔTn125 5:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72 

parD 5:00 95 1:00 95 1:00 65 1:00 72 5:00 72 

relB 5:00 95 1:00 95 0:30 70 1:00 72 5:00 72 

dnaA 3:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72 

  30 ciclos   

La temperatura de cada ciclo está dada en °C. 

 

Posteriormente se realizó una correlación de los resultados obtenidos por PCR y los 

pulsotipos obtenidos a partir de una electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 

realizada previamente en México, como parte del seguimiento hecho a los aislamientos de 

este estudio y se seleccionaron los aislamientos que representaron a los principales clones 
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definidos de acuerdo a los resultados del dendrograma reportado por cervantes y 

colaboradores en el 2019 (63) . 

 

4.5 Establecimiento de la secuencia del genoma de los principales clones de 

Providencia rettgeri que transportan el gen blaNDM, en la población de 

estudio y comparación con los genomas reportados a nivel mundial. 

 

4.5.1 Secuenciación y ensamblaje de los genomas 
 

Se secuenciaron seis aislamientos mexicanos representantes de pulsotipos diferentes y 

que además presentan diferencias en la estructura del transposón Tn125 con respecto a lo 

reportado en el plásmido p06-1619-NDM. Con estos criterios se seleccionaron inicialmente 

tres aislamientos para ser secuenciados mediante la tecnología de NovaSeq (Illumina, Inc.), 

la cual permite obtener buenos resultados de profundidad de secuenciación. Las 

secuencias obtenidas, se analizaron junto con el genoma de cinco aislamientos de P. 

rettgeri, de este estudio que fueron obtenidos a través del equipo de secuenciación Genome 

Analyzer GAIIx (Illumina, Inc.) en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México en el marco de un proyecto de investigación (63). Las secuencias 

obtenidas por estas dos plataformas (que generan lecturas menores a 200pb), fueron 

comparadas entre sí y con respecto a la secuencia del plásmido p06-1619-NDM. Aquellas 

que presentaron mayor diferencia con respecto al plásmido, fueron seleccionadas para ser 

secuenciadas mediante la tecnología de PacBio RS II (Illumina, Inc.), que da la posibilidad 

de obtener genomas completos, e identificar la secuencia que corresponde al cromosoma 

y las de los plásmidos, lo cual es importante para el análisis de los EGM que transportan el 

gen blaNDM. 

    

Para el proceso de extracción de ADN total destinado a la secuenciación, se realizó 

inicialmente un cultivo bacteriano en caldo LB suplementado con ceftazidima (CAZ) a 30 

μg/mL, con el fin de mantener la presión selectiva para bacterias que albergaban el gen de 

interés, y se incubó a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se realizó una dilución 

1:100 en caldo LB suplementado con CAZ [30 μg/ml] y se incubaron en shaker a 37°C, 200 

rpm hasta obtener una densidad óptica (OD) de 0,6 a 625 nm. Se extrajo el ADN total 

usando el kit UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (QIAGEN N.V.) y se verificó la calidad 

del ADN extraído, mediante un control de calidad cuantitativo y cualitativo; la cuantificación 
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de la concentración y la revisión de las relaciones 260/280 y 260/230  en NanoDrop 2000c 

(BIORAD®) con el fin de descartar la presencia de proteínas y otros contaminantes; y la 

visualización del ADN mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0,6% para 

evaluar la integridad del mismo usando Nanodrop y Qubit para cuantificación fluorométrica 

de ADN de doble cadena. 

 

Para la secuenciación por NovaSeq6000 (Illumina, Inc.), se utilizó el kit TruSeq ADN Nano 

(Illumina, Inc.) para la construcción de las librerías, con el fin de obtener lecturas paired end 

de 150 nucleótidos por muestra. A las lecturas obtenidas se les realizó un control de calidad 

usando el programa FastQC v0.11.8  (64) y se revisó la calidad de las lecturas mediante el 

phred score >18. , Ya que estas presentaron phred score >18, no fue necesario el uso  del 

programa Trimmomatic (56) para remover secuencias de adaptadores, ni cortar secuencias 

en los extremos de las lecturas. Posteriormente fueron ensambladas de novo en SPAdes 

v3.5.0 (65), usando los parámetros predefinidos por el programa. Para la selección de los 

ensamblajes se empleó el programa QUAST v5.0.2 (66), mediante el cual se seleccionaron 

aquellos en los que se obtuvo el menor número de contigs y mayor número de bases. Los 

contigs con la secuencia de nucleótidos del genoma fueron anotados para la identificación 

de los marcos abiertos de lectura con Prokka v1.13 (67). 

 

Con respecto a la secuenciación de PacBio, se empleó una librería SMRTbell™ de 20kb 

con una selección previa por tamaño con BluePippin™ (Sage Science). Para la obtención 

de las lecturas se utilizó la plataforma de PacBio RS II (Illumina, Inc.) con la química P6-C4 

y una SMRT cell por aislamiento. Las lecturas fueron ensambladas de novo usando el 

protocolo SMRT Analysis v2.3 (68), empleando el programa HGAP2 y HGAP3 mediante el 

SMRT portal. Los contigs obtenidos del ensamblaje se compararon entre ellos mismos para 

buscar la presencia de extremos repetidos a través de Artemis Comparison Tool (ACT)  (69) 

y el análisis de dotplot con el programa GEPARD v1.30 (70). Posteriormente se hizo la 

anotación de los contigs para identificar los marcos de lectura abiertos usando Prokka v1.13 

(67) y se hizo anotación manual de algunos genes que no fueron identificados previamente, 

mediante BLASTp y BLASTn. Adicionalmente los ensamblajes fueron evaluados haciendo 

un mapeo de las lecturas obtenidas, usando el programa BWA  v0.7.17, primero para 

indexar la secuencia de cada ensamblaje con la opción BWA index y posteriormente, BWA-

MEM (http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml), para el alineamiento, empleando los 

parámetros determinados para cada tipo de lectura (71). Las opciones del algoritmo de 

http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml
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entrada están específicamente sugeridas por el programa para lecturas de PacBio y en el 

caso de las lecturas cortas se empleó la opción sugerida para lecturas pareadas ingresando 

los dos archivos de lectura de cada secuencia, lo que permitió observar el comportamiento 

de las lecturas e identificar si había zonas con lecturas atípicas en el mapeo que pudieran 

corresponder a artefactos del proceso de ensamblaje. Las zonas en las que se encontró 

decaimiento de las lecturas correspondieron a los extremos repetidos de cada contig, lo que 

se observa generalmente al obtener ensamblajes completos de una estructura circular con 

HGAP, como es el caso de los cromosomas y los plásmidos bacterianos (72). En dichos 

extremos repetidos se observó que los ORFs presentan truncamientos asociados a la baja 

cobertura de las secuencias, a partir del análisis de estos, se hizo un proceso de 

circularización manual con el fin de remover los extremos repetidos. En el proceso de 

circularización se eliminaron las regiones de cada extremo que presentaban menor 

cobertura y ORFs truncados, conservando las regiones de cada extremo que mostraban 

identidad del 100% en ambos extremos y que presentaban ORFs completos, revisando en 

el programa ACT que la secuencia de los contigs correspondientes a plásmidos y 

cromosomas quedara completa sin redundancias o deleciones. Teniendo en cuenta que el 

punto de inicio de las secuencias es asignado aleatoriamente durante el ensamblaje, se 

modificó empleando el programa Circlator (72) y usando los genes dnaA (definido como 

punto de inicio del cromosoma bacteriano) y repA (definido como punto de inicio de los 

plásmidos) en los plásmidos que cuentan con el mismo. Posteriormente, se realizó 

nuevamente la anotación de los genes con Prokka (67) y la curación manual del archivo en 

formato GenBank en Artemis mediante un análisis de  BLASTn (73) y BLASTp, 

adicionalmente se identificó la presencia de los genes de resistencia a antibióticos 

empleando ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) y CARD 

(https://card.mcmaster.ca/)  (74).  

 

4.5.2 Relación filogenética de los aislamientos 
 

Para determinar la relación filogenética de los aislamientos mexicanos estudiados con los 

reportados a nivel internacional, se construyó un árbol filogenético de los aislamientos 

secuenciados en este estudio y los aislamientos de P. rettgeri NDM-positivos previamente 

reportados, incluido el aislamiento mexicano 06-1619. Para la construcción del árbol, se 

tuvieron en cuenta los marcos abiertos de lectura (ORF) determinados en el proceso de 

anotación presentes en todos los genomas con ≥90% de identidad nucleotídica (genes 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://card.mcmaster.ca/
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core) fueron alineados y concatenados usando los programas Roary y PRANK (75, 76). Las 

posiciones con alineamientos pobres o regiones altamente divergentes fueron eliminadas 

usando Gblocks (77). Posteriormente se construyó el árbol filogenético de máxima 

verosimilitud usando el programa RAxML versión 8.2.9 (78) bajo el modelo general de 

tiempo reversible (GTRCAT) y se visualizó en Dendroscope (79). 

  

4.6 Análisis de las diferencias en las plataformas de movilización de blaNDM 

de los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México con 

respecto a aislamientos previamente reportados.  

 
Una vez identificados los posibles marcos abiertos de lectura, se realizó una curación 

manual de la anotación en las zonas adyacentes a las que codifica blaNDM, utilizando el 

software BLASTp, BLASTx y BLASTn (80), estos marcos abiertos de lectura fueron 

corregidos en el archivo en formato GBK obtenido en el programa de anotación Prokka (67) 

y visualizados en Artemis. Se realizó un análisis genómico comparativo para evaluar la 

presencia y relación entre los plásmidos NDM-positivos identificados en los aislamientos de 

P. rettgeri incluidos en el estudio y los plásmidos con los que se encontró relación, 

previamente reportados en el Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) 

disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Para la identificación de los plásmidos con el 

gen blaNDM se realizó un alineamiento pareado del genoma con los plásmidos reportados 

en el NCBI mediante BLASTn y se hizo una búsqueda de los grupos de incompatibilidad 

usando PlasmidFinder (81). Finalmente, los resultados fueron ilustrados en EasyFig  v2.2.2 

y BRIG v0.95 (82, 83). 

 

Con el fin de establecer las diferencias o similitudes de las plataformas de movilización del 

gen de interés en los aislamientos de estudio, se realizaron alineamientos pareados con la 

secuencia del p06-1619-NDM, teniendo en cuenta que el aislamiento proviene de la misma 

institución de origen. Por otro lado, se cuenta con información de secuenciación del 

aislamiento de Bogotá de P. rettgeri NDM positivo 16Pre47, secuenciada en el Laboratorio 

de Genética Molecular Bacteriana por MiSeq y PacBio RS II. Este aislamientos cuenta con 

la maquinaria de conjugación conocida como Tra1, región asociada a la transferencia del 

plásmido, descrita por Fernandez-Alarcon y colaboradores, frecuentemente encontrada en 

los plásmidos de gran variedad de bacterias (47, 54, 70, 84).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Co-circulación de diferentes clones de Providencia rettgeri portadores del 

gen blaNDM en un hospital de México.  

 

En este estudio fueron analizados 19 aislamientos mexicanos de Providencia rettgeri, 

portadores del gen blaNDM, recuperados del hospital en donde esta especie fue identificada 

por primera vez albergando el gen de resistencia blaNDM en México (18). Estos aislamientos 

fueron enviados al Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad El 

Bosque, en donde mediante técnicas de biología molecular, se confirmó que todos los 

aislamientos correspondieron a P. rettgeri, y portan el gen blaNDM  

 

Con el fin de identificar si en los 19 aislamientos, el gen blaNDM tenía el mismo entorno 

genético que el plásmido p06-1619-NDM (pNDM-BJ01-like), se realizó la determinación 

molecular del gen tat del Tn125 y de la posterior inserción de la IS6368 en este gen, evento 

observado en p06-1619-NDM. La determinación de la presencia del Tn125 es importante, 

ya que usualmente es el elemento genético móvil que ha sido asociado al gen blaNDM en 

diferentes especies (11, 52). El gen tat fue identificado en 14 (73,7%) aislamientos, lo que 

sugiere que posiblemente estos albergaron a blaNDM en un entorno asociado al Tn125 

diferente al reportado en el p06-1619-NDM. Así mismo, se determinó a Δtat con la inserción 

de la IS6368 en dos aislamientos (10,5%), por lo que probablemente estos sí conservan 

una estructura similar al plásmido p06-1619-NDM. En contraste, tres (15,8%) aislamientos, 

121000, 06-1617 y 12110, no amplificaron para ninguna de estas dos regiones, lo que 

sugiere que estos tienen diferencias en la región del Tn125 o que movilizan a blaNDM en otro 

elemento genético.  

 

En el plásmido p06-1619-NDM de P. rettgeri, además de la inserción de la IS6368 en el 

Tn125, fueron hallados los sistemas de muerte post-segregacional (toxina-antitoxina) 

ParDE y RelEB, por lo que estos fueron también evaluados en este estudio. Los genes que 

codifican para las antitoxinas ParD y RelB, fueron identificados en 19 (100%) y 18 (94,7%) 

aislamientos, respectivamente. Lo que sugiere que los aislamientos, a excepción del 06-

1622, posiblemente pueden tener los dos sistemas de muerte post-segregacional. Aunque 

el plásmido p06-1619-NDM no pertenece a algún grupo de incompatibilidad conocido, en 

P. rettgeri y en otras enterobacterias han sido descritos plásmidos pertenecientes a otros 
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grupos como A/C, FIA y FIB, por lo que se realizó la búsqueda de estos en los aislamientos, 

sin embargo, no fueron encontrados en ninguno de ellos (anexo 1) (59).  

 

También se analizó la relación genética de los nuevos aislamientos respecto a la cepa 06-

1619 por PFGE (determinación realizada previamente por el Instituto Nacional de Salud 

Pública de México), encontrando siete pulsotipos diferentes, siendo los más frecuentes los 

pulsotipos A, B y E con cuatro (21,0%) aislamientos cada uno; seguido por los pulsotipos C 

y D, con tres (15,8%) y dos (10,5%) aislamientos, respectivamente (Figura 8). Finalmente, 

los pulsotipos G y H fueron de único aislamiento (5.2%). Estos resultados muestran que 

algunos aislamientos parecen estar relacionados con la cepa inicial, sin embargo, también 

hay co-circulación de otros clones en el hospital (Figura 8). 

 

La correlación de la relación genética de los aislamientos con la caracterización molecular 

de las regiones plasmídicas permitió identificar a aquellos aislamientos de pulsotipos 

diferentes que presentaron regiones con mayor variabilidad. Teniendo en cuenta los 

resultados de los cuatro aislamientos del pulsotipo A, se puede evidenciar que son idénticos 

en las regiones analizadas, con excepción del aislamiento 12100, el cual no cuenta con la 

región del gen tat, por lo que probablemente este tiene una estructura diferente de 

movilización. En el pulsotipo B, se agruparon los tres primeros aislamientos mexicanos 

reportados de P. rettgeri con el gen blaNDM y el aislamiento 12104 recuperado un año 

después, este aislamiento tuvo resultados idénticos al aislamiento 06-1619, por lo que 

posiblemente puede albergar el plásmido p06-1619-NDM. En el pulsotipo C, se evidencia 

en los tres aislamientos la presencia del gen tat del Tn125 y los genes para las antitoxinas 

ParD y RelB. Por su parte, los dos aislamientos del pulsotipo D también codificaron estas 

antitoxinas, pero presentaron diferencias en la región de tat, encontrándose ausente en el 

aislamiento p12110. Los resultados de la caracterización de las regiones plasmídicas en 

los cuatro aislamientos del pulsotipo E fueron idénticos, todos tienen la región de tat, y los 

dos sistemas de muerte post-segregacional, al igual que los aislamientos de los pulsotipos 

F y G, lo que sugiere que estos aislamientos tienen diferencias con el plásmido p06-1619-

NDM (Figura 8). 
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Figura 8. Relación genética de los aislamientos respecto a la cepa 06-1619 (recuadro rojo y secuenciados por 

Márquez y colaboradores, 2017), presencia de algunos marcadores moleculares y tecnología de secuenciación. 
(A) Esquema de la localización de los marcadores moleculares usados para rastrear los plásmidos p06-1619-
NDM y pNDM-BJ01, (B) Relación genética y molecular de los aislamientos; columnas de izquierda a derecha: 
patrón de bandas de PFGE, pulsotipos, código del aislamiento, presencia (recuadro sombreado) /ausencia de 
los marcadores moleculares y aislamientos secuenciados y tecnología empleada.  

 
El Instituto Nacional de Salud Pública de México además de analizar la relación genética, 

secuenció previamente con la plataforma Genome Analizer, el genoma de los aislamientos 

12100 (pulsotipo A), 3297 (pulsotipo C), 12111 (pulsotipo D), 12105 (pulsotipo E) y 3299 

(pulsotipo E). Estos genomas fueron ensamblados y comparados con el plásmido p06-



 

41 

 

1619-NDM del aislamiento 06-1619 y con los genomas parciales de los aislamientos 06-

1617 y 06-1623 secuenciados por Miseq (17). Mediante el análisis de genómica 

comparativa con el plásmido p06-1619-NDM se determinó que la cobertura y la identidad 

de los aislamientos 3297, 3299, 12100, 12105 y 12111 tenían 34 a 44% de cobertura y 99 

a 100% de identidad. También se hizo mapping con las lecturas de estas secuencias, a 

partir de lo cual se pudo observar que todas presentan una cobertura parcial con la región 

de virulencia y resistencia de p06-1619-NDM, esto se pudo verificar por medio de 

alineamientos pareados que muestran las regiones con las que conservan identidad (anexo 

2A).  

 

5.2 Los principales clones de Providencia rettgeri que portan el gen blaNDM, en 

la población de estudio presentan plásmidos diferentes portando el gen 

blaNDM 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron para secuenciación genómica a seis 

aislamientos de los principales clones. La elección de la tecnología empleada se hizo con 

base a las diferencias genéticas con el aislamiento 06-1619 (pulsotipo B). Por tanto, fueron 

secuenciados por NovaSeq los aislamientos 3297 (pulsotipo C) y 3296 (pulsotipo F), ambos 

presentan amplificación del Tn125, pero son de pulsotipos muy diferentes y por otro lado el 

aislamiento 12110 (pulsotipo D) que no presentó amplificación para ninguna de las dos 

regiones evaluadas del Tn125; y para la elección de aislamientos secuenciados por PacBio, 

se tuvo en cuenta  los resultados de caracterización molecular y  los resultados de genómica 

comparativa de los genomas obtenido por Genome Analizer y Novaseq, los cuales se 

compararon con el plásmido p06-1619-NDM. Se seleccionaron entonces  los aislamientos 

12100 (pulsotipo A), 12105 (pulsotipo E) y 3296 (pulsotipo F), dado que mostraron mayores 

diferencias en su estructura genética con respecto a los demás y esta tecnología permite 

obtener contigs más largos y en muchas ocasiones genomas completos (72) (anexo 2A). 

 

Una vez secuenciados, se realizó el control de calidad de las lecturas y posteriormente 

fueron ensambladas de acuerdo con lo establecido para cada tecnología de secuenciación. 

En la tabla 3 se muestra la longitud y el número de contigs obtenidos para cada aislamiento. 

Para los aislamientos 12100, 12105 y 3296, secuenciados mediante PacBio, se analizó 

adicionalmente la presencia de posibles extremos repetidos, sugestivos de estructuras 

circulares completas (anexo 3). El genoma del aislamiento 12100 está constituido por un 
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cromosoma de 4.347.442 pb y dos plásmidos, p12100-NDM y p12100-PER, de 118.246 pb 

y 315.510 pb, respectivamente. Ninguno de estos dos plásmidos pertenece a alguno de los 

grupos de incompatibilidad reportados hasta la fecha (Tabla 4). El aislamiento 12105 está 

constituido por un cromosoma de 4.580.742 pb y un plásmido p12105-NDM de 82.210pb 

no reportado en algún grupo de incompatibilidad descrito a la fecha. Por su lado, el 

aislamiento 3296 presenta un cromosoma de 4.673.530pb y un plásmido p3296-NDM  de 

154.144 pb  reportado en el grupo de incompatibilidad IncT de acuerdo a lo reportado por 

PlasmidFinder (81). 

 

Una vez determinado el genoma completo de los tres aislamientos secuenciados por 

PacBio, se analizaron los marcos abiertos de lectura y se buscó en estos la ubicación tanto 

del gen blaNDM como de otros genes de resistencia, permitiendo la obtención del resistoma. 

En el aislamiento 3296 el cromosoma codifica los genes para la aminoglicósido nucleotidil-

transferasa AadA y la dihidrofolato reductasa Dfr1 y el plásmido p3296-NDM alberga los 

genes de resistencia blaNDM, blaTEM, mph(A) y se observó la presencia de un integron clase 

1 con los genes sul1-qacEΔ1-blaOXA-aadA1-aac(6’)-Ib-cr que confiere, disminución de la 

susceptibilidad a fluoroquinolonas como ciprofloxacina. En el aislamiento 12100, el 

cromosoma codifica los genes para la aminoglicósido nucleotidil-transferasa AadA y la 

dihidrofolato reductasa Dfr1; el plásmido p12100-NDM alberga los genes de resistencia 

blaNDM y rmtB, en el plásmido p12100-PER, se identificó el gen de resistencia a 

betalactámicos blaPER y los genes de resistencia. aadA1b, blaPER-1, aac(6')Ib-cr, sul1,  

aac(6')Ib3, mph(A), rmtB2.  En el aislamiento 12105, el cromosoma codifica los genes para 

la aminoglicósido nucleotidil-transferasa AadA1b y el plásmido p12105-NDM alberga los 

genes de resistencia blaNDM, tet y el gen aadA1 (tabla4). 

 

En el caso de los aislamientos secuenciados por segunda generación, se verificó la 

integridad y la ubicación de los marcos abiertos de lectura del gen blaNDM, así como la 

presencia y ubicación de los genes parED y relEB, que codifican para los sistemas toxina-

antitoxina usados como marcadores moleculares, los cuales fueron encontrados en las 

secuencias analizadas (anexo 2B). 
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Tabla 3. Estadísticas generales para los ensamblajes obtenidos en este estudio. 

 
GA: Genome analyzer 
NS: NovaSeq 
PB: PacBio  
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3297 GA 
5.641.922 428.786.072 421 121688 4686036 40.93 37279 20336 40 83 0.00 

3299 GA 
6.763.304 514.011.104 777 58197 4714752 40.56 17881 9593 80 168 0.00 

12100 GA 
8.756.544 665.497.344 565 199125 4879417 41.16 38756 20884 36 81 0.00 

12105 GA 
5.513.392 419.017.792 532 111462 4673450 40.48 24751 14367 57 120 0.00 

12111 GA 
8.904.047 676.707.572 498 140008 4803511 41.10 27244 15004 51 111 0.00 

3296 NS 
21.784.608 3.289.475.808 62 548586 4784401 40.42 331984 219976 6 10 0.00 

3297 NS 
17.849.232 2.695.234.032 144 394254 4798297 40.27 157727 92345 10 20 0.00 

12110 NS 
19.939.704 3,010.895.304 149 394254 4797715 40.27 157727 92345 10 20 0.00 

3296 PB 
115.494 1.168.833.991 2 4673530 4827674 40.52 4673530 4673530 1 1 0.00 

12100 PB 
154.524 1.529.618.832 3 4347442 4781198 40.85 4347442 4347442 1 1 0.00 

12105 PB 
102.824 1.118.372.034 2 4580742 4662952 40.29 4580742 4580742 1 1 0.00 
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Tabla 4. Descripción general de los genomas obtenidos y su resistoma. 

Aislamiento 
Tipo de 

ADN 
circular 

Contig Tamaño (pb) 
Profundidad 

(X) 
Grupo de 

incompatibilidad  
Genes de resistencia 

3296 

Cromosomal p3296-CH 4.673.530 202 N/A aadA1, dfrA1 

Plasmídico p3296-NDM 154.144 304 IncT 
aadA1b, blaTEM-1B, blaOXA-2, aac(6')Ib-cr, sul1,  

aac(6')Ib3, qnrA1, mph(A), blaNDM-1 

12100 

Cromosomal Cromosoma 4.347.442 261 N/A aadA1, dfrA1 

Plasmídico p12100-NDM 118.246 365 N/D blaNDM-1, rmtB2 

Plasmídico p12100-PER 315.510 250 N/D 
aadA1b,blaPER-1, aac(6')Ib-cr, sul1,  aac(6')Ib3, 

mph(A), rmtB2 

12105 

Cromosomal Cromosoma 4.580.742 203 N/A aadA1b 

Plasmídico p12105-NDM 120.597 173 N/D blaNDM-1, aadA1, tet 

3297 N/A N/A 
4.686.036 

- Col3M 
aadA1b, aac(6')-lb3, rmtB2, aadA1b, blaNDM-1 

blaTEM-116, blaPER-1, aac(6')-lb-cr, qnrD1, mph(A), 
sul1, dfrA1  

3299 N/A N/A 
4.714.752 

- Col3M 
blaNDM-1, blaTEM-116 16 blaPER-7, ant(2”)-la, sul1, 

tet(59), dfrA1, aadA1, aadA14, aph(3’)-Vla, 
qnrD1, Inu (G)  

12110 N/A N/A 4.797.715 - Col3M 
aadA1, ant(2'')-Ia, aph(3')-VIa, blaNDM-1, blaPER-7, 

lnu(G), qnrD1, sul1, tet, dfrA1  

12111 N/A N/A 4.803.511 - Col3M 
aac (6’)-lb-cr, aadA1, blaTEM-116 , blaPER-7, blaNDM-

1, qnrD1, Erm(42), catB3, Sul1, sul2, tet(57), 
tet(31), dfrA1  

N/D: no determinado 
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Para identificar genes de resistencia presentes en los diferentes contigs de estos 

aislamientos, se empleó la plataforma Resfinder (74) . En el aislamiento 3297, el gen blaNDM 

fue encontrado en el contig 119 y se identificaron adicionalmente, los genes de resistencia 

aadA1b, aac(6')-lb3, rmtB2, aadA1b, blaTEM-116, blaPER-1, aac(6')-lb-cr, qnrD1, mph(A), sul1, 

dfrA1.  En el aislamiento 3299, el gen blaNDM fue encontrado en el contig 423 y se 

identificaron adicionalmente, los genes de resistencia blaTEM-116 16 blaPER-7, ant(2”)-la, sul1, 

tet(59), dfrA1, aadA1, aadA14, aph(3’)-Vla, qnrD1, Inu(G). En el aislamiento 12110, el gen 

blaNDM fue encontrado en el contig 43 y adicionalmente se identificaron los genes de 

resistencia aadA1, ant(2'')-Ia, aph(3')-VIa, blaNDM-1, blaPER-7, lnu(G), qnrD1, sul1, tet, dfrA1. 

Finalmente en el aislamiento 12111, el gen blaNDM fue encontrado en el contig 129 y los 

genes de resistencia identificados fueron aac (6’)-lb-cr, aadA1, blaTEM-116, blaPER-7, blaNDM-1, 

qnrD1, Erm(42), catB3, Sul1, sul2, tet(57), tet(31), dfrA1 (tabla 4). 

 

Por otro lado, se estableció la relación filogenética de los aislamientos secuenciados 

usando un análisis basado en sus variaciones nucleotídicas puntuales (SNP´s) en su 

genoma conservado o “core genome”. Adicionalmente, en el análisis se incluyeron 21 

genomas completos de P. rettgeri (con y sin blaNDM) reportados en la base de datos de 

genomas del NCBI, entre los que se encuentran: tres genomas de México, cuatro de 

Colombia (uno de Bucaramanga y tres de Bogotá), uno de China, cuatro de Japón, uno de 

Estados Unidos y uno que no especifica el país de origen. En el análisis filogenético, los 

aislamientos se distribuyeron en tres ramas y sin relación con el país de origen (Figura 9). 

Curiosamente, los seis aislamientos de este estudio, a pesar de haber sido colectados en 

el mismo hospital de México, se agruparon en diferentes clados, sugiriendo diferencias en 

su genoma conservado. Los aislamientos 12105, 12110 y 3299 tuvieron mayor relación 

genética con los aislamientos colombianos 16Pre45 y RB151. Por su parte, los aislamientos 

3297, 12111 y 12100, se agruparon con aislamientos del mismo origen (06-1619, 06-1617 

y 06-1623); y finalmente el aislamiento 3296 se encuentra separado de los demás 

aislamientos mexicanos y presenta mayor relación con el grupo en el que se encuentran 

genomas reportados en Japón (BML2526, BML2576, BML2496, BML2531), China 

(Pr_15_2_50) y dos genomas colombianos (16Pre36 y 16Pre47). Tomando juntos estos 

resultados sugieren que, en el hospital de estudio, convergen aislamientos que 

corresponden a diferentes clones de P. rettgeri que portan el gen blaNDM en diferentes 

plásmidos, que no son de circulación específica de la región. 
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Figura 9. Relación genética basado en los SNP’s del “core-genome” de Providencia rettgeri. Se muestran los aislamientos de este estudio y los genomas 
completos reportados para P. rettgeri en la base de datos de genomas del NCBI. El árbol de máxima verosimilitud (ML, maximun likelihood) fue construido basado 

en los SNP’s del core-genome obtenidos a partir de genomas completos y genomas parcialmente ensamblados obtenidos en este estudio.
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5.3 El gen blaNDM-1 es transportado en diferentes estructuras plasmídicas en 

los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México.  

 
De acuerdo con los datos de la secuenciación, el gen blaNDM-1 está localizado en tres 

plásmidos de diferentes tamaños, y una comparación rápida muestra que son 

estructuralmente muy diversos, pero mantienen algunas características en común (Figura 

10).  Un análisis preliminar de la estructura general de los plásmidos permitió establecer 

que, aunque tenían estructuras genéticas diferentes entre ellos, los plásmidos presentan, 

una alta cobertura con el plásmido p06-1619-NDM en la región asociada a la estructura 

formada por las IS6368 a manera de transposón compuesto clase 1 y el Tn125 p12105-

NDM (96%), p3296-NDM (96%) y p12100-NDM (75%) (Figura 10).  

 

Teniendo en cuenta estos hallazgos, con el fin hacer un análisis genómico comparativo más 

detallado, se realizaron comparaciones pareadas de cada plásmido obtenido en este 

estudio con el p06-1619-NDM y con el plásmido con el que presentaron mayor relación 

teniendo en cuenta la comparación realizada con la base de datos de genomas del NCBI. 

Estos alineamientos fueron visualizados en ACT (69), donde se compararon los elementos 

genéticos móviles presentes en el entorno del gen blaNDM y se analizaron las secuencias 

flanqueantes de los mismos con el fin de analizar las posibles movilizaciones asociadas a 

estos. Los resultados de estos alineamientos fueron graficados en Easyfig (82). La 

estructura de estos plásmidos se describe en detalle a continuación. 
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Figura 10. Descripción general de los plásmidos blaNDM-1 positivos de los tres aislamientos completamente secuenciados de P. rettgeri, comparados con la 

secuencia del plásmido p06-1619-NDM. Se muestran las regiones que codifican genes de replicación, regiones de resistencia y virulencia y regiones que codifican 
elementos genéticos móviles. El plásmido p12100-NDM presenta una región Tra reportada solo en P. rettgeri (Tra-Pre) y los otros plásmidos presentan regiones 
Tra diferentes. Los plásmidos p12105-NDM y p3296-NDM presentan genes repA. Las secuencias de inserción y transposones se muestran como rectángulos con 

sus respectivos genes para transposición y accesorios como flechas en su interior. Las barras grises entre las parejas de plásmidos muestran regiones de >68% de 
identidad nucleotídica.
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El plásmido p12105-NDM fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri 12105, su tamaño 

es de 82,2 Kb y no pertenece a ningún grupo de incompatibilidad conocido (Figura 10). 

Presenta una identidad de >93,53% en el 64% de su cobertura con el plásmido pRB151-

NDM reportado en un aislamiento de P. rettgeri de Bucaramanga. Gran parte de la 

estructura genética con la que presenta identidad el plásmido p12105-NDM corresponde a 

una región de genes tra con la inserción de 5 genes hipotéticos corriente arriba del gen traH 

y hacia el centro del plásmido se encuentra una región variable en la que se encuentra un 

grupo de genes par, genes para el metabolismo y adaptación de la bacteria. Por otro lado, 

presenta una identidad de 99.84% en el 30% de su cobertura con el plásmido p06-1619-

NDM, encontrado en un aislamiento de P. rettgeri de México 06-1619 (17). Esto 

corresponde con una región de virulencia y resistencia en la que se encuentran dos copias 

idénticas de la IS6368, conformando una estructura a manera de transposón compuesto 

clase 1 con secuencias flanqueantes diferentes, lo que sugiere que esta estructura 

posiblemente no se insertó como un transposón compuesto, de acuerdo con los modelos 

propuestos para la IS26, la cual ha sido usada para estudiar este tipo de movilización (85, 

86).  

La orientación de los genes presentes en esta estructura están igual que en el p06-1619-

NDM, al interior de esta estructura se encuentra el gen repA. Corriente abajo presenta la 

inserción de dos copias idénticas de una nueva secuencia de inserción, registrada en este 

estudio con el número ISPrre10 en la base de datos de ISfinder  (87). Esta inserción está 

flanqueando el Tn125 truncado de tal forma que se observa un fragmento grande del gen 

tat justo después de la primera copia de ISPrre10, corriente abajo la estructura interna del 

Tn125, presenta un truncamiento de groEL y la ISAba125, sugiriendo un evento de 

inversión en la estructura conocida del Tn125. El fragmento faltante del gen tat, se 

encuentra justo antes de la segunda copia de la ISPrre10. Seguido a esta estructura están 

presentes los genes de dos sistemas toxina-antitoxina (parED y relEB), las secuencias de 

inserción IS5 e IS26 y una copia truncada de un TnAs3-like cuya IRR está flanqueada por 

la segunda copia de la IS6368 (Figura 11).  

 

Con respecto a las secuencias flanqueantes dentro de la región delimitada por las IS6368, 

se observó que son idénticas a las reportadas para el p06-1619-NDM, excepto del lado de 

la IS26 que esta corriente arriba del TnAs3-like truncado. Las dos copias de la ISPrre10 

presentan una posición interesante, ya que son los elementos genéticos móviles (EGM) con 
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mayor proximidad al ΔTn125, flanqueando los dos extremos de este elemento en el que se 

encuentra el gen blaNDM (Figura 11).
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Figura 11. Comparación pareada de los plásmidos p06-1619-NDM, p12105-NDM y pRB151-NDM identificados en P. rettgeri. Las regiones de genes tra, par, genes 

de resistencia y virulencia están delimitadas por líneas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas están marcadas con círculos para la 

IS6368, rombos para la IS26 y triángulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras grises entre las parejas 

de plásmidos muestran regiones de >80% de identidad nucleotídica.  
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Plásmido p12100-NDM: este plásmido fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri 

12100, presenta un tamaño de 118.2 kb. y tampoco fue asociado a los grupos de 

incompatibilidad conocidos. La secuencia de este plásmido fue comparada con la base de 

datos de genomas del NCBI y se observó que presenta 100% de identidad en el 80% de la 

cobertura con el plásmido p06-1619-1, el cual fue identificado también  en el aislamiento de 

P. rettgeri de México 0616-19 y presenta un 99,94% de identidad en el 63% de su cobertura 

con el plásmido pPrY2001, encontrado en un aislamiento de P. rettgeri de Canadá (17).  La 

región conservada con estos plásmidos codifica para la maquinaria de transferencia 

conjugativa Tra-Pre, descrita en plásmidos de P. rettgeri como el pPrY2001 y en el plásmido 

p06-1619-1 (17, 60). Esta corresponde a más de la mitad del plásmido, por lo que se incluyó 

en la comparación al plásmido pPrY2001, con el fin de ver si presenta identidad en la región 

variable del p12100. Se analizaron los EGM presentes en el entorno del gen blaNDM iniciando 

con una IS5 que se encuentra en la región Tra-Pre, la cual presenta secuencias 

flanqueantes diferente entre sí, pero se comparten con las del p06-1619-1. 

Hacia el centro del plásmido, en la zona que varía con respecto al p06-1619-1, se encuentra  

una región de virulencia y resistencia que conserva una identidad de 99,84%  con una 

región descrita en el plásmido p06-1619-NDM en la que se encuentran dos copias idénticas 

de la IS6368, conformando una estructura a manera de transposón compuesto clase 1 (86). 

Las secuencias flanqueantes de estas IS son diferentes entre sí, por lo que en este caso 

tampoco se sugiere que la inserción de esta estructura se haya dado como transposón 

compuesto sino probablemente como una unidad translocativa. Se hizo comparación de las 

secuencias flanqueantes de esta IS6368 con respecto a las copias de los plásmidos del 

alineamiento y tampoco presentan relación con las dos copias de IS6368 presentes en el 

p06-1619-NDM y ni con la copia del p06-1619-1. 

Al interior de la estructura formada por las copias de IS6368, se halló el Tn125 truncado al 

inicio de la ISAba125 por una copia de la IS6368, y en el otro extremo del remanente del 

Tn125, se encuentra un pequeño fragmento del gen tat, truncado por la nueva ISPrre10. 

Corriente arriba de esta IS, se encuentran los genes de los sistemas toxina- antitoxina 

(parED y relEB), con la misma disposición que en el plásmido p06-1619-NDM, al igual que 

la secuencia de inserción IS5, que presenta TSDs iguales a los del p06-1619-NDM. A 

diferencia del plásmido p06-1619-NDM, en esta región no se observa el gen repA, pero se 

observa en su lugar dos copias de IS26, junto con los genes de una transposasa putativa 

de la familia IS91, 5 genes adicionales de adaptación y transporte de iones y una copia 
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Figura 12. Comparación pareada de los plásmidos p06-1619-NDM, p12100-NDM, p06-1619-NDM-1 y pPrY2001-NDM de P. rettgeri. Las regiones Tra-Pre, las de 

genes par, genes de resistencia y virulencia están delimitadas por líneas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas están marcadas 

con círculos para la IS6368, rombos para la IS26 y triángulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras 

grises entre las parejas de plásmidos muestran regiones de >75% de identidad nucleotídica.  
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truncada de un TnAs3-like. Las dos copias de IS26 presentan la misma direccionalidad, sus 

secuencias flanqueantes son todas diferentes entre sí y solo presenta relación con una de 

las IS26 presentes en el p06-1619-NDM, lo que sugiere que pudo darse la inserción de una 

de una IS junto con los genes que están entre las dos copias de IS26 (Figura 12).  

 
Plásmido p3296-NDM: este plásmido fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri de 

3296, tiene un tamaño de 154,1 kb, siendo el plásmido más grande y el que presenta mayor 

variación entre los plásmidos NDM-positivos de este estudio. Pertenece al grupo de 

incompatibilidad IncT y presenta una identidad de 99,9% en el 62% de cobertura con el 

plásmido de Proteus vulgaris Rts1, esa región de alta identidad entre los dos plásmidos 

corresponde a un grupo grande de genes tra y un grupo de genes hipotéticos. En el centro 

del plásmido se encuentra una región variable en la que se encuentran algunos genes 

hipotéticos, una transposasa y una resolvasa que presentan 82% y 92% de identidad 

respectivamente con los genes de la ISEc63 y corriente arriba se encuentra el gen de 

resistencia a betalactamasas de espectro extendido blaTEM, el integrón clase 1 compuesto 

por los genes sul1-qacEΔ1-blaOxa-aadA1-aac(6’)-Ib-cr, las secuencias de inserción IS6100 

con secuencias flanqueantes diferentes entre sí y una IS26 con secuencias flanqueantes 

que no presentan relación con ninguna otra copia de IS26 de las analizadas en este 

alineamiento. Se encuentra una región que corresponde al 15% de la cobertura del 

plásmido la cual presenta un 99,84% de identidad con la región de virulencia y resistencia 

del plásmido p06-1619-NDM. A pesar de que solo presenta una copia de IS6368. La región 

conservada con el p06-1619-NDM presenta la misma organización y las secuencias 

flanquentes de la IS5 son iguales e incluso una de las secuencias flanqueantes de la Is26 

de esa región es compartida con una de la IS26 del p06-1619-NDM. Corriente arriba se 

observa una copia interna del gen repA, adicional al que se encuentra al inicio de la 

secuencia plasmídica.  

 

Este plásmido presenta la inserción de dos copias de la ISPrre10, flanqueando el Tn125 

truncado que inicia con un fragmento grande del gen tat y finaliza con el pequeño fragmento 

faltante de este gen, el cual esta flanqueado por la segunda copia de la ISPrre10.  Seguido 

a esta estructura, están presentes los genes de los sistemas toxina-antitoxina (parED y 

relEB), las secuencias de inserción IS5 e IS26 y una copia truncada de un TnAs3-like 

(Figura 13). 
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Figura 13. Comparación pareada de los plásmidos p06-1619-NDM, p3296-NDM, encontrados en P. rettgeri y el plásmido Rts1 de Proteus vulgaris. (Debido al 

tamaño de los dos últimos plásmidos, se muestra solamente la región variable de los mismos). Las regiones Tra-Pre, las de genes par, genes de resistencia y 
virulencia están delimitadas por líneas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas están marcadas con círculos para la IS6368, rombos 
para la IS26 y triángulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras grises entre las parejas de plásmidos 
muestran regiones de >75% de identidad nucleotídica.  
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La comparación realizada entre el plásmido p06-1619-NDM y los plásmidos obtenidos en 

este estudio, permitió ver que a pesar de que estos tienen esqueletos de plásmidos 

reportados en aislamientos de P. rettgeri de diferente origen e incluso de diferente especie, 

para el caso del plásmido 3296-NDM, estos plásmidos presentan relación entre sí en la 

región del Tn125, que en el caso del p06-1619-NDM esta truncado por la inserción de una 

IS6368 y corriente abajo, una segunda coipa de esta IS. Las inserciones de estas dos 

copias forman una estructura como un transposón compuesto clase 1 en el p06-1619-NDM. 

Los plásmidos encontrados en este estudio conservan los genes que se encuentran en la 

parte interna de esta estructura y una o dos copias de la IS6368. Llama la atención que, en 

todos los casos, el Tn125 se ubica en medio de estos genes y además se encuentra 

flanqueado por una o dos copias de la ISPrre10 (Figura 10).  

 

Al comparar las secuencias flanqueantes de las ISs de los tres plásmidos obtenidos en este 

estudio se observó que las de la IS5 son idénticas en todos los plásmidos, la mayoría de 

las de IS26 son idénticas y en el caso de las IS6368 hay dos secuencias flanqueantes 

presentes en el plásmido p12105-NDM que se comparten independientemente en los otros 

plásmidos. Por su parte la presencia de las copias de ISPrre10 y su proximidad con el gen 

blaNDM en todos los plásmidos, se analizó a partir de la caracterización que se hace en este 

estudio, tanto de la estructura, como del mecanismo de transferencia de esta nueva IS, la 

cual se describe a continuación. 

 

5.4  El gen blaNDM-1 es movilizado por las secuencias de inserción ISPrre10 e 

IS6368 en Providencia rettgeri. 

 

Dos hallazgos destacables se han encontrado en los tres plásmidos secuenciados en este 

estudio, primero, una movilización del gen blaNDM-1 desde afuera de la estructura de 

transposón compuesto Tn6368 (como es observado en el plásmido p06-1619-NDM) hacia 

su interior; y segundo, la movilización del gen blaNDM-1 hacia otras estructuras plasmídicas. 

Se decidió profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en estas 

movilizaciones. Los tres plásmidos secuenciados mostraron la inserción de una 

transposasa putativa flanqueando un fragmento del Tn125 que alberga el gen blaNDM-1. Una 

comparación contra las secuencias reportadas en la base datos del ISfinder mostró un 

porcentaje de identidad del 54% respecto a la secuencia ISVa3, perteneciente a la familia 
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IS91. Esta nueva secuencia se registró en esta base de datos y el código asignado fue 

ISPrre10. Las IS que conforman la familia IS91 presentan características diferentes a las 

de otras familias; contienen secuencias terminales diferentes y su transposición es en forma 

de circulo rodante y sitio-especifica, generándose siempre después de las secuencias 

CTTG o GTTC (88), tras lo cual la IRR queda adyacente al extremo 3’ de la secuencia 

blanco sin generar duplicaciones del ADN objetivo (Figura 13). Este extremo de la 

secuencia se ha demostrado que es imprescindible para la transposición y es llamada oriIS 

(88, 89).  La secuencia terminal a diferencia de otras IS no es una secuencia repetida de la 

IRR, en la familia IS91 se trata de una secuencia llamada terIS que tiene un papel en el 

reconocimiento del punto de terminación en eventos de transposición, pero no es 

imprescindible (89). Estas secuencias terminales se buscaron en la región adyacente a la 

transposasa de la ISPrre10 (en todas las copias encontradas en los plásmidos de este 

estudio) y se realizó un alineamiento con las secuencias oriIS y terIS de las IS91 y de la 

ISVa3 cuya transposasa es la que mayor identidad tiene con la TnpA de ISPrre10 (54,25% 

en el 99% de la cobertura). Como resultado se observó que la ISPree10, presenta las 

mismas características conservadas para la mayoría de las secuencias de inserción de la 

familia IS91, por lo que fue posible establecer su secuencia completa tal como se muestra 

en la figura 13 y hacer el registro en la base de datos de ISFinder, a partir de lo cual se 

asignó el código registrado en este estudio. 

Como se mencionó anteriormente, en la familia IS91 las secuencias terminales tienen un 

papel importante en eventos de transposición, ya que esta familia presenta un modelo de 

replicación por circulo rodante (CR), se ha descrito que la formación de estructuras 

secundarias en la secuencia oriIS favorece el inicio la formación de la horquilla necesaria 

para el inicio del proceso de transposición y por su parte la secuencia de terIS es importante 

para el reconocimiento del final de la transposición. Se ha demostrado que cuando se 

prescinde de esta secuencia o no hay un reconocimiento adecuado de la misma, la 

transposición se da con fragmentos de ADN adicionales a la IS, adyacentes a terIS (88, 89).  
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Figura 14. Estructura genética de ISPrre10 A. Representación de la ISPrre10 completa, en la parte superior se 

representa la transposasa (tnpA) flanqueada por las secuencias terminales señaladas por las puntas de flecha 

grises y las secuencias CTTG o GTTC usadas como blanco por la IS, que siempre están adyacentes a esta. En 

la parte central están representadas las secuencias ter y ori, las flechas negras gruesas representan pequeñas 

repeticiones invertidas de la secuencia consideradas funcionalmente importantes. Las flechas en la parte inferior 

representan la parte final de las secuencias. B y C. Comparación de las secuencias terminales de IS91, IS801 

e ISPrre10. Las flechas horizontales indican las zonas de las pequeñas repeticiones invertidas. 

 

Teniendo en cuenta esta información, en este estudio se usaron programas para predecir 

la formación de estructuras secundarias tanto en oriIS como en terIS y adicionalmente en 

una secuencia ter2 propuesta en este estudio para la ISPrre10, que se ajusta con lo 

reportado en experimentos de transposición de IS91 descritos por Bernales y colaboradores 

en 1999 (89)  . Las estructuras secundarias mostradas en la figura  15 se eligieron haciendo 

un consenso de aquellas que se conservaban en la mayoría de modelos propuestos, 

usando la opción para secuencias de ADN de las herramientas RNAstructure tools, 

disponible en https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/ y RNAfold Websrver, 

disponible en http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi (90). 

Adicionalmente, la ubicación de los puntos de formación de estas estructuras está señalada 

con flechas delgadas horizontales en la figura 14. 

https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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Figura 15. Estructura y secuencia de las regiones oriIS y terIS. Se ilustran las estructuras secundarias 

propuestas para las regiones oriISPrre10 (A), terISPree10 (B) y un posible ter2 en Δtat (C). Se muestra la 

predicción de las estructuras secundarias que se podrían formar y la energía requerida para que se forme cada 

estructura. Se señala la posición de algunas bases que forman cada estructura propuesta. 

Adicionalmente se identificaron en ISPrre10 los motivos conservados descritos para la 

familia IS91, a partir de un alineamiento con secuencias de transposasas que ya han 

reportado los 5 dominios conservados para esta familia y se adiciono la ISVa3 por la 

identidad que presenta con la ISPrre10. Se emplearon 8 secuencias de transposasas tal 

como se describe por Garcillan en el 2002 (88). Los resultados de este alineamiento 

muestran la conservación y el consenso de los residuos de aminoácido en cada posición 

del dominio a lo largo de las 8 secuencias comparadas (Figura 16), y permiten confirmar 

que la ISPrre10 no solo presenta la estructura genética característica de la familia IS91, 

además, como se ve en la figura 16, su transposasa cuenta con los 5 residuos conservados 

de la familia y presenta los residuos de aminoácido que se han descrito como necesarios 

para la actividad de la enzima y su acción en la replicación de tipo CR (89). Estos residuos 

están en el motivo 3, que es el más conservado y que por lo tanto se considera como una 

marca que define a esta la familia. Las tres histidinas de este motivo junto con los dos 

residuos conservados de tirosina en el motivo 4 (resaltados en la figura 16 en color azul 

aguamarina), forman el centro catalítico de la proteína, específicamente, los residuos de 

tirosina del motivo 4 están directamente implicados en catalizar el clivaje inicial y la reacción 

de transferencia de la cadena de ADN (89). Esto sugiere que la ISPrre10 cuenta con las 
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características necesarias para ser un EGM activo con la facultad de movilizarse y generar 

cambios en las moléculas de ADN que la albergan.   

 

Figura 16. Alineamiento de transposasas IS91-like. La figura muestra las secuencias de aminoácidos de 8 

transposasas IS91-like únicamente de la región correspondiente a los 5 motivos conservados, las cuales 

comparten el mecanismo de replicación por circulo rodante (CR). Los residuos conservados se resaltan con 

colores diferentes para cada residuo. El nivel de conservación de cada residuo en las secuencias, se ve reflejado 

en la gráfica  de la parte inferior. El consenso del residuo en cada posición del motivo se observa en la gráfica 

de barras de la parte inferior. Cada motivo está delimitado por un recuadro negro. Las secuencias fueron 

alineadas usando el programa MAFF alignment (91) y visualizado en el programa Jalview (92). Las secuencias 

usadas están referenciadas en el trabajo de Bernales y colaboradores en el 2002 (89).   

 
 

Conociendo la estructura y mecanismo de movilización de la ISPrre10 se realizó un análisis 

del entorno de estos EGM. Teniendo en cuenta que, en los plásmidos encontrados en este 

estudio, las copias de ISPrre10 están adyacentes al ΔTn125 y en el caso del p06-1619-

NDM la única copia se encuentra corriente abajo de la primera IS6368, se hizó una 

búsqueda de las secuencias blanco CTTG y GTTC en estos entornos. Adicionalmente se 

haizó una búsqueda de regiones que tengan la misma secuencia presente en terISPrre10 

y que puedan funcionar como puntos de reconocimiento de terminación de la transposición 
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(ter2) en el ΔTn125 y en la estructura formada entre las copias de IS6368 con el fin de 

identificar posibles eventos de movilización que involucren a ISPrre10 y a los otros EGM 

presentes en el entorno del gen blaNDM.   

 

5.5  Plataformas de movilización del gen blaNDM en aislamientos de P. rettgeri 

de un hospital de México. 

 
A partir del análisis detallado de las secuencias de los plásmidos encontrados en este 

estudio, se identificaron muchos puntos en el ΔTn125 que pueden ser detectados por 

ISPrre10 como secuencia objetivo, pero llamó la atención la secuencia CTTG encontrada 

corriente arriba de la primera copia de ISPrre10 en el plásmido p12105-NDM, la cual esta 

adyacente a un fragmento del gen truncado tat. Esta pudo servir como secuencia objetivo 

en el ΔTn125 de una secuencia hipotética generada tras una inversión del Tn125 (paso 1 y 

2 de la figura 17). Teniendo en cuenta que se han reportado eventos de transferencia en 

los que la IS91 moviliza ADN corriente abajo de terIS (89), se realizó la búsqueda de una 

secuencia de terminación que permitiera este tipo de evento y resultó en la identificación 

de la secuencia GTTCA en el fragmento pequeño del gen truncado tat. Esta secuencia se 

propone en este estudio como ter2, por lo que se realizó la predicción de una estructura 

secundaria (Figura 15). Este resultado sugiere que podría funcionar como secuencia de 

terminación de ISPrre10 en un evento de transposición que pudo haber movilizado el 

remanente del ΔTn125 en una región del plásmido con una copia previa de ISPrre10 tal 

como se muestra en el paso 4 de la figura 17, generando la estructura observada en el 

plásmido p12105-NDM. 
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Figura 17. Movilización del gen blaNDM por medio de la transposición de ISPrre10. Se muestra la estructura del 

Tn125 las flechas rojas señalan los puntos en los que se genera el cambio de la secuencia tras un proceso de 

inversión, las secuencias que se muestran en medio de las líneas punteadas son la secuencia blanco de 

oriPrre10 y la secuencia de terminación terPrre10. El recuadro negro señala el fragmento de la secuencia que 

es movilizado y la flecha punteada indica la ubicación a la que se moviliza dicho fragmento. 

 
Teniendo en cuenta el resultado anterior, se analizó la secuencia del plásmido p3296-NDM, 

en este caso se propone un modelo de movilización que parte de una secuencia de ADN 

con dos copias de la IS6368 en un plásmido, formando una estructura como un transposón 

compuesto. En este caso la movilización de este fragmento en el que se encuentra el 

ΔTn125, se da por la formación de una unidad translocativa UT6368 que se inserta corriente 

arriba de un gen de transposasa en un plásmido con el esqueleto del Rts1. La secuencia 

flanqueante derecha de la IS6368 que se moviliza se mantiene igual después de la 

inserción, pero se  observa un cambio en la direccionalidad de los genes de la estructura 

movilizada al compararla con la secuencia observada en el p12105-NDM, sin embargo 

mantiene la estructura interna señalada en el recuadro de la parte superior de la figura 18  

y pierde una copia de IS6368. 
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Figura 18.  Modelo de movilización del gen blaNDM propuesto para el plásmido p3296-NDM. En la parte superior 

se muestra la secuencia hipotética p12105-like, la flecha punteada indica la movilización del fragmento de la 

secuencia que se encuentra en el recuadro, la cual se da a partir de la IS6368 señalada y se inserta en la 

ubicación señalad al final de la flecha. 

 

En el caso del plásmido p12100-NDM se propone un modelo de movilización del ΔTn125 

partiendo de una secuencia de ADN hipotética p12105-NDM-like. En este caso se tuvo en 

cuenta la direccionalidad de los EGM, su ubicación con respecto al ΔTn125 y la presencia 

de secuencias flanqueantes compartidas de la IS26 e IS6368. Se sugiere una movilización 

de varios pasos, iniciando con la formación de una unidad translocativa UT6368 que 

moviliza la estructura señalada en el recuadro superior de la figura 19, la cual alberga el 

ΔTn125. La presencia de la secuencia flanqueante interna de la IS6368 sugiere que fue 

esta copia la que generó la UT. Esta UT6368 se inserta en la secuencia hipotética p06-

1619-1-like corriente arriba de una copia preexistente de la IS6368. Posteriormente en el 

paso 2, se propone la inserción de una copia de IS6368 en el fragmento de la transposasa 

truncada de la ISAba125, justo donde se señala con la flecha roja, quedando la secuencia 

señalada en el tercer recuadro, por lo que se perdería la secuencia corriente abajo de esta 

inserción (parte del ΔTn125, una copia se ISPrre10 y el gen repA. En un tercer paso se 

propone la inserción de una UT26 que moviliza un pequeño grupo de genes, la cual se 

inserta justo donde termina la IS26 que se encontraba previamente en el plásmido (Figura 

19).  
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Figura 19. Modelo de movilización del gen blaNDM propuesto para el plásmido p12100-NDM. En la parte superior 

se muestra en el recuadro el fragmento de la secuencia que se moviliza a partir de un plásmido hipotético con 

estructura similar a la de p12105-NDM. Las flechas punteadas indican la secuencia que se moviliza y la 

ubicación en la que lo hace. Los asteriscos de colores indican secuencias flanqueantes compartidas en verde y 

negro las de la IS26 y en lila la de la IS6368.   

 

En resumen, el análisis de los EGM presentes en el entorno del gen blaNDM permite sugerir 

que la movilización de este gen de resistencia se dio inicialmente por movilización del Tn125 

hacia otro plásmido en el que se dio la inserción de dos copias de la IS6368 que movilizó 

los genes de los sistemas toxina- antitoxina (parED y relEB) y truncó el Tn125. En la figura 

19 la secuencia conformada por las dos copias de IS6368 se ha etiquetado como Tn6368 

ya que forma una estructura como transposón compuesto clase 1. En la figura 19 se ve 

también que el gen blaNDM se mantiene en el ΔTn125 y este a su vez puede sufrir cambios 

por posibles inversiones en su estructura y posteriormente ser movilizado por ISPrre10 con 

su mecanismo de transposición de circulo rodante. Se puede ver que a medida que se dan 

las movilizaciones del ΔTn125 entre plásmidos, se van generando modificaciones de su 

entorno relacionado con la organización de la estructura conformada por copias de la 

IS6368, la cual a su vez también funciona como EGM capaz de movilizar al gen blaNDM a 

través de la formación de unidades translocativas tal como se ve en la figura 20. 
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Figura 20. Modelo propuesto de movilización del gen blaNDM entre los plásmidos encontrado en este estudio y 

los antecedentes propuestos por Márquez y colaboradores en el 2017, partiendo del plásmido pNDMBJ01. En 
cada plásmido están representados los EGMs con participación en la movilización de gen de resistencia o 
modificaciones en el entorno. Los arcos color gris representan el Tn125 en el pNDMBJ01 y ΔTn125 en los 
demás, los arcos color morado representan la estructura a manera de transposón compuesto formada por las 
IS6368 o su remanente, en azul se representa las copias de ISPrre10 y en verde la IS26. Los círculos pequeños 
entre los plásmidos con flechas del mismo color de los EGM representan el mecanismo propuesto como 
responsable de la movilización del gen blaNDM o de la inserción de un grupo de genes para el caso de la IS26. 
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6 DISCUSIÓN 

 

 
La amplia dispersión de la metalo-β-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) entre 

enterobacterias, está generando problemas en los sistemas de salud a nivel mundial, ya 

que esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar a la mayoría de los β-lactámicos, 

incluyendo los carbapenémicos, lo cual limita las opciones de tratamiento. Aunque se 

considera que el gen blaNDM se originó en Acinetobacter, aún no es claro cómo fue su 

transferencia a Enterobacterales en donde ha tenido mayor impacto y a la que pertenece 

P. rettgeri.  

 

En el 2017, a partir de un aislamiento clínico de P. rettgeri de un hospital de México, se 

reportó el plásmido p06-1619-NDM, una variante del plásmido pNDM-BJ01-like, propio de 

Acinetobacter spp (17) e interesantemente, dicho plásmido presentó mayor estabilidad en 

P. rettgeri, sugiriendo que esta enterobacteria podría tener un papel clave en la 

diseminación del gen blaNDM. Con el fin de entender el papel de P. rettgeri en la diseminación 

y movilización del gen blaNDM desde Acinetobacter a las distintas especies de 

enterobacterias, en este estudio se analizaron 19 nuevos aislamientos de P. rettgeri 

portadores del gen blaNDM y se pudo determinar la circulación de diferentes clones de P. 

rettgeri en la institución, los cuales presentan diferencias genéticas asociadas al Tn125 en 

el que se encuentra el gen blaNDM.  

 

A partir de la secuenciación del genoma completo de 6 aislamientos, se obtuvieron 

resultados novedosos e interesantes. El primer resultado novedoso, es que en los 

aislamientos que fueron secuenciados se encontró la presencia de tres plásmidos (p12105-

NDM, p12100-NDM y p3296-NDM) los cuales no habían sido reportados previamente, pero 

que presentan esqueletos de plásmidos previamente identificados en enterobacterias y 

llamó la atención que conservan la región de virulencia y resistencia del plásmido p06-1619-

NDM (17). Los plásmidos reportados en este estudio conservan en su estructura elementos 

que son propios de  p06-1619-NDM tales como: las copias de la IS6368 que forman una 

estructura como un transposón compuesto clase 1, dentro de la cual se encuentran los 

genes que codifican para dos sistemas toxina-antitoxina parED y relEB que pueden estar 

relacionados con la estabilidad plasmídica, lo que pudo haber favorecido la permanencia 

del p06-1619-NDM en P. rettgeri, tal como ha sido reportado para otros modelos (93).  
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Un segundo resultado, que es fundamental y que aporta nuevo conocimiento para entender 

cómo ocurre la dispersión del gen blaNDM a otras enterobacterias de gran impacto clínico 

fue la determinación de nuevas plataformas de movilización del gen blaNDM. Entre estas 

plataformas identificadas, se encuentra una nueva secuencia de inserción registrada en 

este estudio en la base de datos ISFinder (87) con el código ISPrre10.  Los análisis 

bioinformáticos, mostraron que esta secuencia pertenece a la familia IS91. Esta familia de 

IS se caracteriza por movilizarse usando un mecanismo de círculo rodante (88, 89), por lo 

que se analizó la estructura de los posibles sitios blanco de las copias de ISPrre10 

presentes en los plásmidos de estudio. Pudimos establecer que la ISPrre10 efectivamente 

cuenta con la región de reconocimiento sitio específico oriISPrre10, y la secuencia de 

terminación terISPrre10 y adicionalmente se identificó en el Tn125 una secuencia definida 

en este estudio como ter2, que de acuerdo a los detalles específicos de la región, se sugiere 

que pudo funcionar como secuencia de terminación en un evento de transposición de 

ISPrre10, co-movilizando el remanente del ΔTn125 por medio de un mecanismo de 

transposición de círculo rodante.   

 

A pesar de ser una IS nueva, los resultados de la comparación hecha con la base de datos 

de nucleótidos del NCBI mostró que existen secuencias similares que han sido reportadas 

en diferentes especies de la Tribu Proteeae y Klebsiella spp, lo que sugiere que la IsPrre10 

podría tener éxito movilizando el gen blaNDM en esas bacterias, entre las cuales se 

encuentran enterobacterias de gran impacto clínico como K. pneumoniae (número de 

acceso PRJNA259791)   (94). Por otro lado, la IS6368 que había sido previamente descrita 

en el plásmido p06-1619-NDM, también se reporta en este estudio, como una nueva 

plataforma de movilización del gen blaNDM, que adicionalmente también moviliza los genes 

de los sistemas toxina-antitoxina parED y relEB los cuales podrían estar involucrados en la 

estabilidad plasmídica (95-97), por lo tanto, se sugiere que en P. rettgeri también podrían 

tener un papel fundamental en la estabilidad de los plásmidos portadores del gen 

blaNDM.  Adicionalmente se encontró que la IS26, la cual es muy frecuente en diversas 

especies bacterianas (98, 99) está movilizando genes en el entorno genético de blaNDM en 

P. rettgeri. 

 

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la nuevas plataformas y mecanismos 

de movilización de blaNDM asociados a diversos EGM ya reportados como Tn125, Tn3000, 

IsVsa3, UT6368-like, ISPrre10  (59, 66) pueden favorecer la diseminación del gen blaNDM a 
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otros plásmidos e incluso al cromosoma, como se pudo ver en resultados preliminares que 

aún no han sido publicados por el LGMB y que sugieren, que posiblemente la ISVsa3 puede 

tener un papel importante en la movilización de blaNDM al cromosoma, estabilizando el 

mecanismo de resistencia en la especie. Previamente en el estudio de Márquez y 

colaboradores del 2017, se sugirió que el gen blaNDM puede seguir un modelo de muñeca 

rusa como se ve en los plásmidos encontrados en este estudio, este modelo indica que 

genes de resistencia pueden alojarse en unidades transmisibles anidadas, como se ha visto 

en el gen blaNDM (17, 100)  y como se describe a continuación.   

 

El gen blaNDM, se ubica en el Tn125, tal como ha sido reportado frecuentemente en 

enterobacterias (59, 101), en este estudio, observamos que también se encuentra truncado 

(ΔTn125). Nosotros planteamos que el ΔTn125 puede estar movilizándose entre las copias 

de la nueva ISPrre10. Estas copias a su vez se encuentran entre dos copias de IS6368, 

que también tienen capacidad de movilizar no sólo al ΔTn125, sino también a los genes de 

los sistemas toxina-antitoxina. A su vez estas IS se encuentran dentro de plásmidos a partir 

de los cuales se pueden dar otros eventos de movilización y ser transferidos a otras 

bacterias.  

 

Teniendo en cuenta estos elementos, se propone el modelo de diseminación de la figura 

21, en la cual se plantean una serie de eventos independientes de movilización 

de plásmidos entre diferentes enterobacterias como Proteus spp. los cuales tienen como 

punto en común a P. rettgeri, tal como fue sugerido por Márquez y Col, 2017. De hecho,  

este estudio nos permite reforzar la hipótesis planteada por estos autores del papel central 

que tiene P. rettgeri en la diseminación del gen blaNDM desde Acinetobacter a enterobacterias 

(17). 
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Figura 21. Modelo de diseminación del gen blaNDM con P. rettgeri jugando un papel importante en la 
diseminación. Inicia con un posible evento en el que un plásmido de Acinetobacter spp. pNDM-BJ01-like con el 
Tn125 completo, se moviliza hacia una P. rettgeri (1) Estando en esta bacteria comienza a presentar 
modificaciones en el Tn125 (negro). (2) posteriormente este transposón se transfiere a un plásmido de 
circulación en P. rettgeri como pPrY-like (3). Diversos plásmidos de otras enterobacterias pueden ingresar a P. 
rettgeri (4) El gen blaNDM estando en el plásmido de la enterobacteria P. rettgeri, puede transferirse a plásmidos 
de otras enterobacterias como Klebsiella spp por medio de diferentes EGMs de alta movilización como IS26 (5). 
Estos plásmidos de enterobacterias ya con el gen blaNDM, pueden movilizarse hacia otras bacterias, 
diseminando el gen o seguir interactuando en P. retttgeri en donde pueden sufrir otras modificaciones (6). De 
acuerdo con datos aun no publicados de análisis que hemos hecho en el Laboratorio de Genética Molecular 
Bacteriana, se sabe que blaNDM puede movilizarse al cromosoma junto con fragmentos de la molécula en la que 
se encuentra (verde y naranja) posiblemente por medio de EGMs como ISVsa3, que presenta un mecanismo 
de replicación por CR (7). Por otro lado, se sugiere la movilización de IS6368 (amarillo) y de ISPrre10 (rosado) 
a partir de un plásmido hipotético (gris), hacia el plásmido p06-1619-NDM-like (8). A partir de plásmidos p06-
1619-NDM-like, se pueden dar diferentes eventos de modificación del entorno del gen blaNDM que involucre a 
los EGM como IS6368 e ISPrre10. El siguiente evento en este modelo, se da por la acción de ISPrre10 
movilizando el ΔTn125 en medio de una estructura a manera de transposón compuesto clase 1, formada por 2 
copias de IS6368 (9). Posteriormente hay una transferencia de toda esta región hacia otros plásmidos con 
esqueletos ya reportados en P. rettgeri como pRB151-NDM-like (café) (10). La interacción de plásmidos p1205-
NDM-like con otros plásmidos que tienen la maquinaria de transposición Tra-Pre, permite que el gen blaNDM sea 
transferido por medio de UT6368 a plásmidos con capacidad de conjugación que circulan en P. rettgeri (11). Se 
da el ingreso de plásmidos de diferentes enterobacterias como Proteus spp. (morado) a P. rettgeri (12) El 
siguiente evento es la transferencia por UT6368 del ΔTn125 junto con otros EGM como IsPrre10 y los genes 

de los sistemas toxina-antitoxina (asociado con estabilidad plasmídica), hacia un plásmido con circulación entre 
Proteus spp. (13). El conjunto de eventos y de hallazgos descritos en este modelo, permiten sugerir que el gen 
blaNDM puede tener un mayor potencial de diseminación entre las diferentes especies de enterobacterias. 
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Se postula que P. rettgeri puede estar funcionando como un puente que permite la 

movilización del gen blaNDM por un EGM como ISPrre10 desde un plásmido de A. baumanii 

(p06-1619-NDM) hacia plásmidos de P. rettgeri. Posteriormente, en esta bacteria elementos 

genéticos como IS6368 pueden formar unidades transponibles a manera de transposón 

compuesto en la que se alojan genes que codifican para los sistemas de muerte post-

segregacional, los cuales facilitan el mantenimiento del gen en la bacteria para su posterior 

diseminación en plásmidos conjugativos, desde los cuales se da la transferencia a otras 

enterobacterias de alto impacto clínico. 

 

El fenómeno descrito anteriormente también ha sido observado en el modelo propuesto 

para la diseminación de genes como blaCTX-M (102). De manera similar a lo que se está 

observando en P. rettgeri, se ha demostrado que es posible que en bacterias de bajo 

impacto clínico como Kluyvera spp se haya dado una series de eventos independientes en 

un modelo jerárquico que involucra varios elementos genéticos en la movilización, 

mantenimiento y diseminación del gen blaCTX-M, tal como se describe a continuación. Se ha 

planteado que el gen blaCTX-M pudo haberse movilizado desde el cromosoma de Kluyvera 

spp por la acción de EGM identificados en plásmidos de diferentes bacterias; corriente 

arriba del gen blaCTX-M, se ha identificado la secuencia de inserción ISEcp, la cual actúa 

como elemento de movilización del gen. También se ha encontrado adyacente, una región 

CR1, la cual contiene un integrón clase 1, asociado con el mantenimiento de las unidades 

transponibles que se forman y se incorporan a plásmidos conjugativos. A partir de estos 

plásmidos,  se da la diseminación a enterobacterias de alto impacto clínico, las cuales 

incorporan así, estas estrategias de captura de genes de resistencia (101-104).  

Tomados en conjunto, los resultados nuevos que se presentan en este trabajo y los 

reportados previamente, nos permiten sugerir que  P. rettgeri actúa como un reservorio para 

la diseminación del gen blaNDM mediante nuevas plataformas que promueven su 

movilización y dispersión a otras enterobacterias de mayor impacto clínico, lo cual nos lleva 

a proponer a P. rettgeri como un modelo para estudiar fenómenos como estabilidad 

plasmídica y movilización de genes por EGM con diferentes mecanismos de acción. 
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7 CONCLUSIONES  

 
 

 En la institución mexicana existió la circulación de diferentes clones de Providencia 

rettgeri portadores del gen blaNDM, relacionados con aislamientos previamente 

reportados en otros países y con entornos genéticos de movilización diferentes. 

 

 El análisis genómico comparativo de los tres nuevos plásmidos de Providencia 

rettgeri que portan el gen blaNDM, brindó mayor evidencia de la movilización de blaNDM 

a otras estructuras plasmídicas previamente reportadas en P. rettgeri y otras 

especies de enterobacterias, posiblemente mediante la nueva secuencia de 

inserción ISPrre10 y las unidades translocativas asociadas a la IS6368. 

 

 La inclusión de los genes de los sistemas toxina-antitoxina parED y relEB por medio 

de unidades translocativas sumado a la presencia del gen de resistencia blaNDM 

podría brindar en las bacterias ventajas adaptativas más estables que puedan 

promover la permanencia del mecanismo de resistencia en la especie. 
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8 RECOMENDACIONES 

 

 Teniendo en cuenta los eventos de movilización que se han reportado en P. rettgeri y 

el modelo de diseminación expuesto en este estudio, se propone a la especie P. rettgeri 

como modelo de estudio para analizar los mecanismos de movilización del gen blaNDM.  

 

 La caracterización por primera vez de la ISPrre10 sugiere un nuevo mecanismo de 

movilización del gen blaNDM. Por lo tanto, se recomienda que se realice un estudio 

empleando diferentes plásmidos y que se estudie el papel que pueda tener este 

mecanismo en la movilización no sólo de blaNDM sino también de otros genes de 

resistencia en P. rettgeri y en otras especies bacterianas. Por esto sería interesante 

demostrar experimentalmente la co-movilización de genes mediados por transposición 

de tipo círculo rodante y la participación de secuencias de reconocimiento ter2 en 

eventos de movilización de secuencias de ADN flanqueadas por la ISPrre10. 

 

 Es necesario continuar con el estudio de las Unidades translocativas asociadas a la 

IS6368 para tener mayor evidencia experimental del proceso de movilización de blaNDM 

con sistemas de muerte post-segregacional. 
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