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&= PROVENIENTE DE Acinetobacter bereziniae
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INTRODUCCION

Entre las especies del género Acinetobacter, A. baumannii (Ab) resistente a carbapenemes (carb®) es uno de los patdégenos oportunistas mas
frecuentemente aislados en infecciones nosocomiales. Sin embargo, otras especies, como A. bereziniae', se han asociado a las mismas.
Previamente, en nuestro grupo de investigacion se caracterizé una cepa clinica local A. berezinioe HPC229? carb® que alberga 6 plasmidos no
conjugativos (Fig. 1)°. Uno de ellos, pPNDM229, contiene el gen bla,,,., (codificante de la carbapenemasa NDM-1) inserto en un transposén
compuesto Tn125. Corriente arriba del mismo presenta un gen de resistencia a aminoglucdésidos, aphA6, (Fig. 6). Adyacente a aphA6 se localiza
una secuencia de insercion, ISAbal4, dando lugar a la estructura ISAbal4-aphA6-Tn125, ampliamente distribuida en Acinetobacter carb®. En

PNDM?229 se encontrd, ademas, una segunda ISAbal4 no idéntica, inmediatamente corriente abajo de Tn125, lo que sugiere la formacién de un
nuevo transposén compuesto, Tni142.

Ensayos previos de transformacion de la cepa sensible a carbapenemes (carb?), A. baylyi ADP1 (ADP1) con el contenido plasmidico de HPC229
(pHPC229) no se logrdé obtener clones resistentes al carbapenem imipenem (IMPR). Sin embargo, se obtuvieron clones IMPR al transformar la
cepa A. baumannii ATCC 17978 carb> (Fig. 2, Tabla 1). Esto sugiere que pNDM?229 es un plasmido no permisivo en ADP1 o que su concentracion
en el conjunto plasmidico natural es inferior a la requerida para transformar a este hospedador.

Tabla 1. Ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos
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Figura 1. Plasmidos de HPC229 identificados a partir de datos de pirosecuenciacion (NGS)3
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Figura 2. Ensayos de transformaciéon con pNDM229. pHPC229 fue usado para transformar las cepas carb>: 1) A. baylyi “Clasificacion como: Resistante (R), Sensible (S) o Intermedio (), segin CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute). AKN, amikacina.

J bEnsayo de sinergia con discos (EDTA-carbapenemes).

°El analisis de secuencia confirmé la presencia de pPNDM229 y pAbe229 1.
dn, la seleccion con IMP no recuperd clones transformantes.

\ADPl vy 1) A. baumannii 17978. pNDM229 se indica con (a), pAbe229 1 en rosa.

HPC229 MIC: 256 pg/ml

IMP4,

'HPC229_HR

[ se genero una cepa derivada de HPC229 que mostro una alta )
resistencia a IMP, denominada HPC229 HR, a partir de pases
sucesivos en concentraciones crecientes de
presentd un aumento en el numero de copias del plasmido
pPNDM229 (NCP) y amplificacion del gen blap,,., (Fig. 3).

Esta cepa

HPC229 HR MIC: 512 pg/ml
Figura 3. Generacion de la cepa HPC229 HR. A) Pasajes sucesivos en IMP. B) Modelo
propuesto del incremento de la CIM de IMP de HPC229 HR: Tn125 (rojo) o Tn14 (azul)

Qventos de transposicion (flechas grises) o un aumento de pNDM229 NCP (*).
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1) Se identificd un reordenamiento de pNDM229 en clones ADP1 transformantes.
v Ab 17978 y A. baylyi ADP1 fueron transformadas con pHPC229 HR y seleccionadas con IMP (Fig. 4, | y Il). Subsecuentes Tabla 2. Ensayos de sensibilidad y amplificacion por PCR de regiones marcadoras de pNDM229.
transformaciones con el contenido plasmidico de ADP1 #30 (pADP1) se llevaron a cabo en las mismas cepas (Fig. 4, Ill). 4o AD DS € DiCiG PCR de regiones marcadoras de
v Se realizaron ensayos de sensibilidad a IMP y AKN (Tabla 2) y se analizaron diferentes regiones marcadoras de Slasmidice Dspedador clone e pNDM229¢
pNDM229 mediante PCR (Fig. 6, Tabla 2). e éMP EDTA 1AKN A/ B C DIEIFIG
. : T . P R R + 4 (R + |+ |+ |+ |+ | + | +
v Se analizaron los perfiles plasmidicos de las cepas: HPC229-HR, ADP1 y ADP1 #30 (Fig. 5). = 40((5)) 31253
) iacic 3smi ' 1 NT) en el clon ADP1 # Fig. 6). ADP1 - —
v Se llevd a cabo la secuenciacidn del plasmido mediante Tecnologia Oxford Nanopore (ONT) en el clo 30 (Fig. 6) #30° | 6(R) . 06 el 1-1- =
Transformacion Resultados 32 (S) i 23 (S) i i ] i i ] i
Ab 17978 Ab 17978/pHPC229_HR Ab 17978 44 b 5 (R) 17 (5) e s e 2 4
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| | ! B« | > @, © () | ohomezs (a) y ADP1 #30 L 15)
| HPC229_HR | f §5) © | 'ﬁ%@*‘,};‘“ J & (&) | pAbe229_1 fueron Ab 17978 #15 6 (R) 16 (1) + | + - - -
. B L - AN —_— /o identificados por PCR. 9Las regiones marcadoras estan indicadas en la Fig. 6.
Se'li;ﬂé” ) ) bpNDM229 36 fue confirmado por secuenciacién ONT.
@) f’ — '“‘*_l | ADP1 #30 :’!
o I W Y e o  La primera transformacion con pHPC229 HR mostro:
iy AN | PNDM229_36 (b) > Clones Ab 17978 #4 y ADP1 #30, IMPR y AKN> (Tabla 2). Sin embargo, se observd una
E‘ii"p—f'_#i‘}“}' _ 4 il @ I fue identificado por L, o
- ~ A\ A /. secuenciacién ONT. reduccion de la sensibilidad a AKN en ambos clones.
HPC229 HR  _ADP1 _ADP1#%0 e gk M ey o i = 8 ¢ > Ensayos de PCR mostraron diferencias en los marcadores de pNDM?229: 7/7 en Ab 17978 #4
= Figura 4. Modelo propuesto " y solo 4/7 en ADP1 #30 (Tabla 2, Fig. 6).
21226 (S ; de movilizacion de blaygy, .- dl > La e*traccién pIa.sml'dica de ADP1 #30 mostro diferencias electroforéeticas comparado con el
i e erIe P R e perti parentsl (i, 5,
ADPL, v s e' selecciond »; on e ’ Estos resultados sugieren que pNDM229 puede diseminarse a Ab 17978, pero requiere
53| g IMP. IlI) Se transformé ADP1 Resultados reordenamientos genéticos en ADP1.
S - ; y Ab 17978 con el contenido
] : plasmidico de ADP1 #30. Los , .
o7 - olasmidos son: (a) pNDM229, dLa subse?uente transformaaon de Ab 1.7978 y ADP1 con pADP1 #30 mostro:
e cloemidico d (b) PNDM229_36. p \ R > Fenotipo IMPR y las mismas 4/7 regiones marcadores de pNDM229 de ADP1 #30 en ambos
Figura 5. Perfil plasmidico de B ) 6 i ) . )
HPC229_HR, ADP1 y ADP1 #30. pNDM229_36 (b) .~ e e T B B e hospedadores. (.ADP.1 #3yAb 17978 #%5' Tabla 2). .
ADN Cromosomal (*), bandas fue identificado por [ - - O » Una mayor eficiencia de transformacion en ADP1 en comparacion con pHPC229 HR.
nuevas (punta de flechas negras). PCRenambos % ‘B Estos resultados indican una variante plasmidica de pNDM229 capaz de replicarse en ADP1.
. J hospedadores. )\ | O a

hi4

Tni25

v El contenido plasmidico de ADP1 #30 fue secuenciado mediante ONT.
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HPC299 S & I H:é"‘-"::ﬁ\“’ \ﬂ{‘ L 9 J El analisis de secuencia confirmod la presencia de una nueva estructura
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SNDM225 : > A <EEICKEIH— PO plasmidica conteniendo bla,,,., de 36 kpb, pNDM229_36 (Fig. 6).
44,560 bp J La estructura pNDM229 36 presenta dos inversiones. Esto puede
explicarse mediante eventos de recombinacion homologa:
v/ Un fragmento de 12 pb idéntico en blayp,,., Y dsbC.
B B v/ Un fragmento de 67 pb idéntico en dos regiones intergénicas.
ADP1 #30 A & A i E La nueva estructura pPNDM229_36 contiene dos nuevos transposones
pNDM229 36 N ODIDD compuestos, Tn125-inv y Tn14-inv, que presentan secuencias de
36,280 bp insercion invertidas.
—~rTTY Figura 6. pPNDM229 y la nueva estructura plasmidica pPNDM229_36. Se indican las 7 regiones
nies-iny marcadoras (A, B, C, D, E, Fy G) y las regiones de recombinacion.
Tni4-inv
CONCLUSIONES

v El plasmido pNDM229 se recuperd en A. baumannii 17978, pero no en A. baylyi ADP1. En cambio, en esta ultima, se identifico

una estructura plasmidica nueva pNDM229 36, lo que sugiere que A. baylyi es un hospedador no permisivo para el plasmido
natural de A. bereziniae.

v/ pPNDM229 exhibe una plasticidad estructural impulsada por la recombinacidn.
v' Dos nuevas plataformas de movilizacién de blayp,,.1, Tn125-inv and Tn14-inv, fueron detectadas en pNDM229_36.
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Estos hallazgos evidencian una elevada plasticidad estructural de
pNDM229 y destacan el potencial de reordenamientos plasmidicos para
generar nuevas variantes que pueden contribuir a la diseminacion de
genes de resistencia de relevancia clinica, como bla,,, ,, entre patogenos.
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