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RESUMO

Base tedrica: As carbapenemases sdo [-lactamases capazes de hidrolisar 0s
carbapenémicos, importante opcdo terapéutica nas infeccbes causadas por
enterobactérias. A carbapenemase OXA-48 e suas variantes estdo entre as principais
carbapenemases encontradas em Enterobacteriaceae disseminadas em todo o mundo. A
OXA-370, que difere da OXA-48 por um unico aminodcido, foi detectada pela primeira
vez em 2013 na cidade de Porto Alegre, e até 0 momento s6 hé relatos de sua detec¢éo
no Brasil.

Objetivos: Caracterizar isolados produtores de OXA-370 quanto ao perfil de
sensibilidade aos p-lactdmicos, sobretudo carbapenémicos, e investigar o contexto
genético em que o gene blaoxa-37o esta inserido.

Meétodos: Foram avaliados isolados obtidos a partir de um estudo de vigilancia para o
monitoramento de enterobactérias com sensibilidade reduzida aos carbapenémicos. A
deteccdo dos genes de carbapenemases (blaive, blakec, blaces, blanom, blaoxa-ss-iike €
blavim) foi realizada por PCR Real Time HRM. Os isolados positivos para blaoxa-ss-like
foram confirmados por PCR convencional e os produtos foram purificados e
sequenciados. A relacdo clonal dos isolados produtores de OXA-370 foi avaliada pela
técnica de macrorrestricdo do DNA seguido de PFGE e as concentragfes inibitdrias
minimas (CIMs) foram analisadas por E-test® e/ou microdiluicio em caldo. Os
plasmideos foram extraidos por lise alcalina e inseridos em Escherichia coli TOP10 por
eletroporacdo. Bibliotecas de DNA plasmidial foram preparadas utilizando-se o Kit
Nextera DNA e a seguir foram sequenciadas no sistema MiSeq. As sequéncias foram
montadas utilizando-se o programa SeqMan NGen e os contigs foram alinhados
utilizando-se o SegMan Pro. A plataforma RAST foi utilizada para anotagcdo automatica
das sequéncias e a curadoria manual foi realizada utilizando-se o programa ARTEMIS.
As sequéncias completas dos plasmideos foram comparadas as disponiveis no GenBank
utilizando-se o BLAST. As sequéncias de nucleotidicas dos plasmideos foram alinhadas
utilizando-se o BioEdit.

Resultados: Um total de 4.451 enterobactérias foram avaliadas, provenientes de 28
hospitais do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2013 a abril de 2015. O gene
blaoxa-ss-iike foi detectado em 74 (2,5%) isolados ndo sensiveis a pelo menos um dos
carbapenémicos. Quanto a distribuicdo segundo a género e/ou espécie, o gene foi

detectado em Enterobacter spp. (44,6% complexo E. cloacae e 2,7% E. aerogenes) e
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Klebsiella spp. (31,1% K. pneumoniae e 6,7% K. oxytoca), seguido por Escherichia coli,
(6,7%), Morganella morganii, (2,7%), Citrobacter freundii (1,3%), Proteus mirabilis
(1,3%), Providencia stuartii (1,3 %) e Serratia spp. (1,3%). Estes isolados foram
provenientes de cinco hospitais, sendo 67 (90,5%) do hospital onde o gene blaoxa-370 foi
detectado pela primeira vez. O sequenciamento de blaoxa-ss-iike foi realizado em 52
isolados, incluindo E. cloacae, E. aerogenes, K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e C.
freundii; todos apresentando 100% de identidade com blaoxa-370. A PFGE revelou a
presenca de clones distintos entre K. pneumoniae, E. cloacae, K. oxytoca e E. coli. As
taxas de susceptibilidade ao meropenem, imipenem e ertapenem entre os isolados
produtores de OXA-370 foram 92,3%, 78,8% e 7,7%, respectivamente; a CIM50/CIM90
foram 0,38/2 mg/L e 1/3 mg/L para meropenem e imipenem, respectivamente. Um total
de seis plasmideos tiveram suas sequéncias nucleotidicas completas determinadas. Todos
eram circulares e o contetdo de GC variou entre 46,7 e 47,2%. Os plasmideos
sequenciados pertencem ao grupo de incompatibilidade IncX e apresentam tamanho
aproximado a 70kbp. Além de blaoxa3s7o € genes de mobilizacdo, os plasmideos
albergavam também blacrx-m-s. A analise das sequéncias mostrou que blaoxa-370 esta
localizado em um transpéson composto, contendo quatro genes que codificam
transposases, designado Tn6435.

Conclusdo: Em geral, a andlise de susceptibilidade antimicrobiana sugere que a presencga
de OXA-370 ndo acarreta impacto significativo no perfil de sensibilidade aos
carbapenémicos meropenem e imipenem nos isolados de enterobactérias avaliados neste
estudo. Além disso, foi possivel observar que o gene blaoxa-37o esta disseminado entre
diversas espécies e clones de Enterobacteriaceae, indicando um alto potencial de
disseminacédo. Por meio da analise da sequéncia de plasmideos carreadores de blaoxa-37o
foi possivel identificar um novo elemento genético movel, designado transposon Tn6435,
o0 qual esta associado a disseminacdo de OXA-370 em isolados de enterobactérias no Rio
Grande do Sul.

Palavras- chave: Enterobacteriaceae, p-lactamase, carbapenemase, OXA-48-like,
OXA-370, Tn6435



SUMMARY

Background: Carbapenemases are [-lactamases capable of hydrolyzing carbapenems,
an important therapeutic option in infections caused by enterobacteria. OXA-48
carbapenemase and its variants are among the major carbapenemases found in
Enterobacteriaceae worldwide. OXA-370, which differs from OXA-48 by a single amino
acid, was detected for the first time in 2013 in the city of Porto Alegre, and until the
moment there are only reports of its detection in Brazil.

Objectives: To characterize OXA-370 isolates in relation to the B-lactam susceptibility
profile, especially carbapenems, and to investigate the genetic context in which the
blaoxa-370 gene is inserted.

Methods: Isolates obtained from a surveillance study for the monitoring of enterobacteria
with reduced sensitivity to carbapenems were evaluated. Detection of the carbapenemases
genes (blaivp, blakec, blaces, blanom, blaoxa-ss-iike and blavim) was performed by Real
Time HRM PCR. blaoxa-4s-iike positive isolates were confirmed by standard PCR and the
products were purified and sequenced. The clonality of OXA-370-producing isolates was
evaluated by the DNA macrorestriction followed by PFGE and the minimum inhibitory
concentrations (MICs) were analyzed by E-test® and / or broth microdilution. Plasmids
were extracted by alkaline lysis and inserted into Escherichia coli TOP10 by
electroporation. Plasmid DNA libraries were prepared using the Nextera DNA kit and
then sequenced in the MiSeq system. Sequences were assembled using the SeqMan NGen
program and the contigs were aligned using SeqMan Pro. The RAST platform was used
for automatic annotation of sequences and manual curation was performed using the
ARTEMIS program. The complete sequences of the plasmids were compared to those
available on GenBank using BLAST. The nucleotide sequences of the plasmids were
aligned using BioEdit.

Results: A total of 4,451 enterobacteria from 28 hospitals in Rio Grande do Sul were
evaluated from April 2013 to April 2015. The blaoxa-4s-iike gene was detected in 74 (2.5%)
isolates non-susceptible to at least one of the carbapenems. Regarding the distribution
according to genus and / or species, the gene was detected in Enterobacter spp. (44.6%
E. cloacae complex and 2.7% E. aerogenes) and Klebsiella spp. (31.1% K. pneumoniae
and 6.7% K. oxytoca), followed by Escherichia coli (6.7%), Morganella morganii (2.7%),
Citrobacter freundii (1.3%), Proteus mirabilis (1.3%), Providencia stuartii (1.3%) and

Serratia spp. (1.3%). These isolates came from five hospitals, but 67 (90.5%) were
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detected in the same hospital where the blaoxa-370 gene was detected for the first time.
Complete sequencing of the blaoxa-s-like gene was performed in 52 isolates, including E.
cloacae, E. aerogenes, K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli and C. freundii; all showing
100% identity with blaoxa-370. PFGE revealed the presence of distinct clones among K.
pneumoniae, E. cloacae, K. oxytoca and E. coli. The susceptibility rates for meropenem,
imipenem and ertapenem among OXA-370-producing isolates were 92.3%, 78.8% and
7.7%, respectively; the MIC50 / MIC90 were 0.38 / 2 mg / L and 1/3 mg / L for
meropenem and imipenem, respectively. A total of six plasmids had their complete
nucleotide sequences determined. All were circular and the GC content varied between
46.7 and 47.2%. The sequenced plasmids belong to the IncX incompatibility group and
are approximately 70 kbp in size. In addition to blaoxa-37o and mobilization genes, the
plasmids harbored also the blacTx-m-s. In silico analysis showed that blaoxa-370 is located
in a composite transposon, containing four genes encoding transposases, designated
Tn6435.

Conclusion: In general, the antimicrobial susceptibility analysis suggests that the
presence of OXA-370 does not have a significant impact on the meropenem and
imipenem carbapenems susceptibility profiles of the enterobacteria evaluated in this
study. In addition, it was possible to observe that the blaoxa-370 gene is disseminated
among several Enterobacteriaceae species and clones, indicating a high potential for
dissemination. Analysis of the plasmids containing the blaoxa-370 gene evidenced a new
mobile genetic element, designated Tn6435 transposon, which is associated with the

dissemination of blapxa-370 in enterobacteria isolates in Rio Grande do Sul.

Keywords: Enterobacteriaceae, -lactamase, carbapenemases, OXA-48-like, OXA-370,
Tn6435
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1. INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae é composta por bacilos gram-negativos de
exigéncias nutricionais simples e caracterizados bioquimicamente por serem
fermentadores da glicose, catalase positiva e oxidase negativa (Forsythe et al., 2015).

As enterobactérias podem ser encontradas em varios nichos ecoldgicos, como solo
e agua, e também como saprofitas em humanos e outros mamiferos, colonizando o trato
gastrointestinal, a pele e a nasofaringe (Forsythe et al., 2015). Além disso, séo
considerados importantes agentes de infec¢cbes comunitarias e hospitalares devido a sua
facilidade de disseminacdo entre seres humanos (Partridge, 2011; Toleman & Walsh,
2011).

Os géneros e espécies de maior importancia clinica sdo Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus spp., Morganella spp.,
Providencia spp., Shigella spp. e Salmonella spp., sendo E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. os principais microrganismos associados a infecgdes relacionadas aos
cuidados com a saude (Forsythe et al., 2015, Hidron et al., 2008).

Devido a sua eficicia e seguranca, os PB-lactamicos, como as penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactdmicos, sdo o0s antimicrobianos mais
utilizados para tratamento de infeccdes causadas por enterobactérias (Suarez & Gudiol,
2009). Contudo, a resisténcia a estes antibidticos entre membros da familia
Enterobacteriaceae limita as opc¢des terapéuticas.

H& quatro tipos conhecidos de mecanismos de resisténcia aos B-lactdmicos:
alteracdo das PBPs, alteracdo da permeabilidade da membrana externa, aumento da
regulacdo do sistema de efluxo e producdo de B-lactamases (Pfeifer et al., 2010). A
producdo de B-lactamase é 0 mecanismo de resisténcia de maior impacto clinico e
epidemiolégico encontrado em enterobactérias e outros bacilos gram-negativos
clinicamente relevantes (Martinez-Martinez & Gonzalez-Lopez, 2014).

Atualmente, a grande variedade de p-lactamases, como AmpC, ESBL e
carbapenemases sdo consideradas a principal causa para o aumento da resisténcia a p-
lactdmicos em enterobactérias (Livermore, 2009). Indiscutivelmente, as carbapenemases
sdo as enzimas consideradas de maior importancia clinica e epidemioldgica. Elas séo
capazes de hidrolisar os antibidticos carbapenémicos, os quais sdo estaveis frente a
maioria das B-lactamases produzidas por bacilos gram-negativos e, por isso, muitas vezes
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s80 0s Unicos antibidticos que permanecem ativos contra isolados produtores de AmpC e
ESBL (Pitout et al., 2008).

As carbapenemases sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas
funcionais e estrutura do seu sitio ativo. Ha dois sistemas de classificacdo, sendo o
primeiro considerando classes moleculares A, B e D de Ambler (1980) e o segundo,
grupos funcionais 2df, 2f, 3a e 3b de Bush & Jacoby (2010).

Os trés grupos de carbapenemases mais frequentemente detectadas em
Enterobacteriaceae sdo: KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), NDM (New
Delhi Metalo-betalactamase) e OXA-48. A OXA-48 é a P-lactamase de classe D
considerada importante determinante de resisténcia a carbapenémicos em enterobactérias
(Poirel et al., 2004b). Essa caracteristica, associado ao fato de ser uma enzima codificada
por plasmideo, agrava as consequéncias de sua disseminacdo. Diversas variantes de
OXA-48 ja foram descritas e este grupo de enzimas constitui as PB-lactamases
predominantes em Enterobacteriaceae em diversos paises. No entanto, nem todas as
enzimas do tipo OXA-48 séo capazes de hidrolisar carbapenémicos.

A OXA-370, uma variante de OXA-48, foi descrita em 2013 (Sampaio et al.,
2014) como representante das p-lactamases de classe D encontradas em
Enterobacteriaceae no Brasil. Originalmente, blaoxa-37o foi identificado no Rio Grande
do Sul, em um isolado do complexo Enterobacter cloacae com sensibilidade reduzida ao
imipenem e resistente ao ertapenem. Subsequentemente, o gene blaoxa-s7o foi detectado
em cinco hospitais do Rio de Janeiro, em enterobactérias com sensibilidade reduzida aos
carbapenémicos. Todavia, até 0 momento, sdo conhecidas poucas caracteristicas desta
enzima. A implementacao de um estudo que permita o conhecimento da prevaléncia deste
gene em isolados de Enterobacteriacea do Rio Grande do Sul, o impacto da presenca
desta enzima no perfil de sensibilidade aos carbapenémicos e o ambiente genético em que
blaoxa-370 esta inserido faz-se necessario para a compreensdo da epidemiologia e

caracterizagdo molecular deste mecanismo de resisténcia presente no Brasil.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. B-Lactamicos

2.1.1 Historico

Os antibioticos B-lactdmicos constituem a classe de antimicrobianos mais
numerosa e mais utilizada na pratica clinica. Estao entre os farmacos com maior eficacia
para tratamento de infec¢des bacterianas causadas por diferentes espécies e representam
a classe de agentes antibacterianos mais frequentemente prescritos (Sudrez & Gudiol,
2009).

O descobrimento do primeiro B-lactamico, a penicilina, € atribuido a Alexandre
Fleming que em 1928 observou que o crescimento de Staphylococcus aureus era inibido
na presenca de Penicillium notatum (Fleming, 1929). A substancia produzida por estes
fungos era capaz de inibir o crescimento ndo somente de diferentes tipos de estafilococos,
mas também de muitos estreptococos. Contudo, apesar da efetividade observada in vitro,
a penicilina foi utilizada clinicamente pela primeira vez somente em meados de 1940
(Suérez & Gudiol, 2009).

Apo6s mais de 70 anos, a penicilina continua sendo o farmaco de primeira escolha
para tratamento de algumas doencas como a sifilis e a faringite por estreptococo e,
atualmente, a familia dos B-lactdmicos é a mais utilizada no tratamento de diversas
infeccbes (Suarez & Gudiol, 2009).

A presenca do anel B-lactdmico caracteriza biogquimicamente a estrutura bésica
dos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos e determina 0 mecanismo de agéo destes
farmacos, fundamentada na inibicdo das transpeptidases e consequentemente da sintese
da parede celular. O fato de o alvo ser a parede celular, estrutura sem homologo em
eucariotos, explica a sua baixa toxicidade e seguranga no uso em gestantes e criancas
(Suarez & Gudiol, 2009).

Para que o anel B-lactimico seja ativo é preciso que ele esteja unido a outros
radicais, geralmente outro anel. A associacdo destes dois anéis a diferentes tipos de
cadeias lineares da origem a diferentes grupos de p-lactamicos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactams e inibidores de B-lactamases, conforme
apresentado na Figura 1 (Suarez & Gudiol, 2009). Dentro de cada grupo, pequenas

alteracbes na estrutura quimica sdo capazes de modificar as caracteristicas dos
16



antibioticos como o espectro de acdo, afinidade por determinados receptores e diferentes
niveis de resisténcia frente a enzimas capazes de degradar os B-lactamicos (B-lactamases).
A producdo de B-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia a estes antibioticos
(Garcia et al., 1999).

Anel B-lactamico +Anel secundario= Nicleo betalactimico= GRUPO ANTIBIOTICO

o MH
R, s
o Acido 6- PENICILINAS
Anel tiazolidinico . A
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Figura 1. Estrutura dos B-lactamicos. Reproduzido de Suarez & Gudiol, 2009.

2.1.2 Mecanismos de acdo

Os B-lactamicos sdo agentes bactericidas que atuam interferindo na sintese da
parede celular através da atuacdo sobre a biossintese de peptideoglicanos e indugéo da
autolise bacteriana. Os peptideoglicanos sdo 0s principais constituintes da parede celular
bacteriana e constituem uma rede tridimensional que circunda a membrana celular e
protege contra o choque osmatico, além de manter o formato e a rigidez da parede celular

em gram-positivos e gram-negativos (Matagne et al., 1998).
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A parede celular bacteriana é composta por monémeros de é&cido N-
aceltilmuramico (NAM) e N-acetilglucosamina (NAG). O &cido muramico fixa cadeias
de tetrapeptideos que se unem e formam uma malha. Os diferentes componentes de
peptidoglicanos sdo sintetizados no citoplasma e transportados através da membrana
citoplasmatica ao espacgo periplasmatico, onde vao se unir para formar as unidades de
peptideoglicanos. A ligacdo entre as cadeias com repeticdes de NAM e NAG é feita entre
os terminais pentapeptidicos das moléculas de NAM que possuem um terminal com dois
residuos de D-alanina na sua extremidade. No espaco periplasmatico, transpeptidases,
também denominadas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), ligam covalentemente
esses dois residuos. Essas ligacGes se repetem ao longo de toda parede celular e séo
essenciais para conferir rigidez e estabilidade. O anel B-lactamico apresenta similaridade
estrutural com a regido dos pentapeptideos unidos pelas PBPs; por isto, ele é capaz de se
unir a elas de forma covalente e impedir a formacéo da parede celular. Os B-lactamicos
também atuam ativando as autolisinas enddgenas que destroem o peptideoglicano
(Matagne et al., 1998; Suéarez & Gudiol, 2009).

Os B-lactamicos sdo a classe de antimicrobianos mais segura em uso clinico, por
isso, infeccBes causadas por bactérias resistentes a esses agentes sdo consideradas um
desafio terapéutico. A resisténcia aos f-lactamicos pode ocorrer por quatro mecanismos:
alteracdo das PBPs, alteracdo da permeabilidade da membrana externa, aumento da
regulacdo do sistema de efluxo e producdo de p-lactamases (Pfeifer et al., 2010). Devido
ao impacto na epidemiologia da resisténcia bacteriana, as p-lactamases seréo discutidas

com mais detalhes.

2.2 B-Lactamases

A producéo de B-lactamases é 0 mais importante mecanismo de resisténcia aos f3-
lactdmicos encontrado em enterobactérias e outros bacilos gram-negativos clinicamente
relevantes (Suarez & Gudiol, 2009; Martinez-Martinez & Gonzalez-Lbpez, 2014).
Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos podem ser hidrolisados
por diversas -lactamases. Sabendo que estes antimicrobianos frequentemente sdo opcdes
de escolha de tratamento de muitas doengas infecciosas, a presenca e as caracteristicas
destas enzimas desempenham papel critico na escolha de terapia apropriada (Pitout et al.,

2008)
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As B-lactamases podem ser classificadas em diferentes grupos, de acordo com
suas propriedades bioguimicas, funcionais e moleculares (Queenan & Bush, 2007). As
classificagfes mais utilizadas sdo as propostas por Ambler (Ambler, 1980) e por Bush &
Jacob (2010).

Ambler agrupou as B-lactamases de acordo com a sequéncia de nucleotideos e
aminoacidos destas enzimas e as incluiu em quatro classes denominadas: A) p-lactamases
de espectro estendido (ESBIs); B) metalo-p-lactamases (MBLs); C) cefalosporinases
cromossémicas (AmpCs); e D) oxacilinases (OXAs). As enzimas das classes A, C e D
possuem o aminoacido serina no sitio ativo e sdo chamadas serino-p-lactamases, enquanto
as enzimas da classe B possuem ion de zinco no sitio ativo e por isso sdo denominadas
metalo-p-lactamases.

A classificacdo proposta por Bush & Jacoby divide as p-lactamases em quatro
grupos funcionais, de acordo com a capacidade de hidrolisar classes especificas de -
lactdmicos e na capacidade de serem inibidos por compostos como o acido clavulanico,
tazobactam ou EDTA.

A tabela 1 apresenta a correlacdo entre as duas classificacfes e exibe de forma

sucinta as caracteristicas funcionais e moleculares dos principais grupos de p-lactamses.
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Tabela 1. Caracteristicas funcionais e moleculares dos principais grupos de p-Lactamases.

Classificagdo  Classificagéo

de Bush e de Ambler, Inibidor Caracteristicas funcionais Exemplos importantes
Jacoby, 2010 1989
ACouTZB EDTA
1 C Néo Néo Hidrolisa cefalosporinas, cefamicinas e AmpC de Pseudomonas
pencicilinas, geralmente com taxa maior  aeruginosa e E. coli, CMY-2,
hidrolise para cefalosporinas FOX-1, MIR-1, P99
le C N&o Né&o Hidrolisa penicilinas, cefamicinas, GC1, CMY-37

cefalosporinas de espectro ampliado e
monobactamicos

2a A Sim Néo Hidrolisa eficientemente penicilinas PCL1 e outras penicilinases de
Staphylococcus spp.
2b A Sim Néo Hidrolisa eficientemente penicilinas, SHV-1, TEM-1, TEM-2, TEM-
cefaloridina, cefazolina e cefalotina 90
2be A Sim N&o Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas de ESBLs- CTX-M-15, PER-1,
espectro ampliado e monobactamicos VEB-1, TEM-3, TEM-10, SHV-
2, SFO-1, TEM-26
2br A Néo N&o Hidrolisa eficientemente as penicilinas,a TEM-30, TEM-76, TEM-103,
cefaloridina, a cefazolina e a cafelotina SHV-10, SHV-26
2bre A Nao Néo Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas de TEM 50, TEM, 68, TEM-89

espectro ampliado e monobactamicos




Tabela 1. Continuacao

Classificacao

Classificacéo

de Bush e de Ambler, _ - . .
Jacoby, 2010 1089 Inibidor Caracteristicas funcionais Enzimas
ACouTZB EDTA

2¢C A Sim Néo Hidrolisa eficientemente a carbenicilina ~ CARB-3, PSE-1

2ce A Sim Né&o Hidrolisa eficientemente carbenicilina, RTG-4
cefepime e cefpiroma

2d D Variavel Néo Hidrolisa eficientemente cloxacilina ou OXA-1, OXA-10
oxacilina

2de D Variavel Néo Hidrolisa penicilinas e cefalosporinas de  ESBLs- OXA-11, OXA-15
espectro ampliado

2df D Variavel N&o Hidrolisa carbapenémicos e cloxacilina OXA-23, OXA-48
ou oxacilina

2e A Sim N&o Hidrolisa eficientemente cefalosporinas CepA

2f A Variavel N&o Hidrolisa carbapenémicos, IMI-1, SME-1, KPC-2, KPC-3,
cefalosporinas, penicilinas e cefamicinas  GES-2

3a B (B1) Nao Sim Hidrolisa todos os antimicrobianos - IMP-1, VIM-1, NDM-1,
lactamicos

B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b B (B2) Né&o Sim Hidrolisa preferencialmente CphA, Sth-1

carbapenémicos

Abreviaturas: AC (Acido Clavulanico); TZB (Tazobactam). Adaptado de Bush & Jacoby (2010).
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2.3 Carbapenemases

As carbapenemases sdo f-lacatamases capazes de hidrolisar os carbapenémicos,
considerados o grupo de B-lactamicos com maior espectro de acdo por serem estaveis
frente a maioria das p-lactamases. Estéo inseridas nas classes moleculares A, B e D de
Ambler e nos grupos funcionais 2df, 2f, 3a e 3b de Bush & Jacoby.

Até o inicio dos anos 90, as carbapenemases eram descritas como B-lactamases
localizadas no cromossomo e apresentavam pouca importancia epidemiolégica. No
entanto, a identificacdo em elementos genéticos mdveis como plasmideos, transpdsons e
integrons, mudou os padrbes de disseminagdo de destas enzimas, visto que estes
elementos podem facilmente ser transferidos entre isolados bacterianos por mecanismos

de conjugacédo (Queenan e Bush, 2007).

2.3.1 Carbapenemases de Classe A

As serino-carbapenemases de classe A de Ambler pertencem ao grupo funcional
2f e tém sido reportadas em isolados clinicos desde a sua descoberta, ha mais de 20 anos
(Nordmann, 2014). Este grupo de carbapenemases tem a capacidade de hidrolisar uma
ampla variedade de B-lactamicos incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e
podem ser inibidos pelo acido clavulanico e tazobactam.

As principais familias de carbapenemases de classe A incluem: KPC, GES, NMC-
A/IMI, SME, SFC e BIC (Walther-Rasmussen & Hgiby, 2007). As bactérias que
expressam estas enzimas podem exibir desde alto grau de resisténcia aos carbapenémicos
até concentragdes inibitérias minimas (CIMs) situadas abaixo dos pontos de corte de
sensibilidade. Estas enzimas podem ser cromossomais ou adquiridas por elementos

genéticos moveis, como plasmideos (Queenan & Bush, 2007).

2.3.1.1 Carbapenemases de Classe A cromossdmicas

O aparecimento destas carbapenemases deu-se no inicio dos anos 80, com a
identificacdo de enzimas da familia SME (Serratia marcescens enzymes), a qual consiste
de cinco variantes enzimaticas, SME-1, SEM-2 e SME-3, SME-4, SME-5, que diferem

entre si por um unico amino&cido e séo encontradas em Serratia marcescens (Queenan et
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al., 2006; Queenan et al., 2000;
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab). A SME-1 foi detectada
pela primeira vez em 1982, na Inglaterra. Subsequentemente, as variantes SME-2 e SME-
3 foram detectadas em regides dos EUA e na Argentina, onde foram responsaveis por
surtos (Pasteran et al., 2009; Queenan et al., 2000). No Brasil, a SME-4 foi identificada
recentemente em S. marcescens isolada no Rio de Janeiro e resistentente a meropenem,
imipenem (Cay0 et al., 2017). Embora relativamente esporadicos, relatos demostram a
capacidade destas enzimas de conferir resisténcia ao imipenem e resultar em perfis
varidveis de sensibilidade aos demais B-lactamicos (Fairfax et al., 2011; Carrér et al.,
2008a).

As enzimas NMC-A/IMI (Not Metalloenzyme Carbapenemase/ Imipenemase)
também foram descritas ha mais de 20 anos, identificadas originalmente na Franca, no
cromossomo de Enterobacter cloacae (Nordmann et al., 1993). Ambas apresentam
sequéncia de aminoacidos com 97% de identidade e perfil hidrolitico semelhante, que
inclui aminopenicilinas, carboxipenicilinas, cefalotina, imipenem e aztreonam. Apesar
destas enzimas serem comumente codificadas por genes localizados no cromossomo, uma
variante de IMI-1, a IMI-2, foi originalmente identificada em plasmideo de Enterobacter
asburiae isolado de ambiente nos EUA (Patel & Bonomo, 2013).

SFC-1 e BIC-1 sdo as serino-carbapenemases recuperadas originalmente de
isolados ambientais. A primeira foi recuperada de Serratia fonticola isolada em Portugal
em 2004 e a segunda de Pseudomonas fluorescens isolada do Rio Sena, em 2010 (Girlich
et al., 2010; Henriques et al., 2004).

Embora as carbapenemases de classe A codificadas por genes de localizacéo
cromossdmica tenham sido identificadas incialmente na década de 80, a importancia

clinica destas enzimas permanece pequena.

2.3.1.2 Carbapenemases de Classe A adquiridas

As familias carbapenemases de classe A adquiridas sdo consideradas as de maior
importancia clinica por estarem localizadas em elementos genéticos maéveis, o que facilita
a transferéncia da resisténcia entre isolados baterianos (Queenan & Bush, 2007). As

enzimas familia GES e KPC sdo as representantes mais importantes desta categoria.
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As enzimas do tipo GES (Guiana extended-spectrum) séo codificadas por genes
de localizagdo plasmidial e j& foram identificadas em Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacteriaceae e Acinetobacter baummanii (Poirel et al., 2000; Castanheira et al.,
2004). Os genes que codificam para estas enzimas frequentemente sdo identificados em
de integrons de classe 1, abrigados em plasmideos transferiveis (Bonnin et al., 2013;
Walther-Rasmussen and Hgiby, 2007). A primeira representante, GES-1, foi descoberta
em 2000 e apresenta perfil de hidrdlise semelhante aquele de ESBLs. Porém, uma
substituicdo na posicao 170 do sitio catalitico alterou o seu perfil de hidrolise que passou
a incluir carbapenémicos. A primeira enzima com atividade de carbapenemase descrita
foi a GES-2, encontrada em uma P. aeruginosa multiressitente isolada na Africa do Sul
(Poirel et al., 2001).

Atualmente, existem 31 variantes de GES conhecidas
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab).  Entretanto, apenas
algumas hidrolisam carbapenémicos (Nass et al., 2016). Embora raras, as
carbapenemases do tipo GES ja foram encontradas em todo mundo, geralmente
associadas a casos esporadicos. Contudo, surtos de produtores de GES foram relatados
em Portugal, Coréia, Africa do Sul e Brasil (Duarte et al., 2003; de Vries et al., 2006;
Picdo et al., 2009; Nass et al., 2016).

No Brasil, a variante GES-5 ja foi identificada em K. pneumoniae, Serratia
marcescens, P. aeruginosa e Kluyvera intermedia. Contudo, relatos desta enzima ainda
sdo esporadicos. (Castanheira et al., 2004; Nodari et al., 2017; Picdo et al., 2009; Picédo
et al., 2010; Ribeiro et al., 2014a; Ribeiro et al., 2014b).

Indiscutivelmente, as enzimas da familia KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) sdo as carbapenemases de classe A de maior importancia clinica e
epidemioldgica. Ja foram detectadas em praticamente todos os membros da familia
Enterobacteriaceae de importancia clinica e em espécies de ndo-fermentadores como A.
baumannii e P. aeruginosa (Walsh, 2010; Carrara-Marroni et al., 2015; Martinez et al.,
2016).

A primeira detecgdo de KPC ocorreu em 1996, em K. pneumoniae identificada na
Carolina do Norte (Yigit et al., 2001). Este isolado mostrou-se resistente a todos os f3-
lactdmicos testados, incluindo carbapenémicos. Apés o primeiro relato, a KPC apresentou
rapida expansdo nos EUA e paises da Europa e, atualmente, é a carbapenemase mais

disseminada mundialmente. Os paises com alta prevaléncia de isolados produtores de
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KPC incluem EUA, Coldmbia, Brasil, Italia, Grécia, e paises da Asia Oriental, em
particular a China (lovleva & Doi, 2017). No Brasil, a KPC é considerada endémica em
todo pais. Embora seja frequentemente encontrada em K. pneumoniae, este grupo de
enzimas encontra-se presente em outras especies de enterobactérias e em espécies ndo
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Sampaio & Gales, 2015; Ribeiro et al., 2012).

Atualmente, foram identificadas 23 variantes de KPC, sendo KPC-2 e KPC-3,
que diferem de apenas um aminoacido, as mais frequentemente relatas (Poirel et al., 2007;
Nass et al., 2016). A descricdo inicial da KPC-1 continha um erro de sequenciamento e
na verdade as sequéncias de aminoacidos de KPC-1 e KPC-2 sdo idénticas, prevalecendo

a designacao KPC-2.

Outras enzimas de classe A localizadas em elementos genéticos moveis foram
caracterizadas, porém, sdo pouco encontradas. A IBC-1 (Integron Born
Cephalosporinase) foi identificada em 2000, em E. cloacae detectada na Grécia. Esta
enzima difere de GES-1 por um aminoacido, e hidrolisa ceftazidima eficientemente, mas
ndo apresenta degradacdo significativa de carbapenémicos (Giakkoupi et al., 2000).
Devido as semelhancas encontradas entre as enzimas GES e IBC, alguns autores adotaram
a nomenclatura consenso GES/IBC (Queenan & Bush, 2007).

A FRI-1 (French imipenemase) foi detectada em 2015, em plasmideo de um E.
cloacae isolado na Franca. Esta enzima compartilha sequéncia de aminoacidos com
semelhanca de 51 a 55% com outras carbapenemases descritas e hidrolisa
significativamente carbapenémicos e aztreonam, mas ndo confere resisténcia significativa
a cefalosporinas de espectro estendido com ceftazidima, cefotaxima e cefepime (Dortet
et al., 2015a).

No Brasil, Nicoletti e colaboradores (2015) identificaram uma nova
carbapenemase de classe A denominada BKC-1 (Brazilian Klebsiella Carbapenemase-1).
Esta enzima foi originalmente encontrada em plasmideo ndo conjugativo de cepas de K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos, provenientes de dois centros médicos da cidade
de Sdo Paulo. Estudos de hidrélise demonstraram que a BKC-1 hidrolisa ndo apenas
carbapenémicos, mas também penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos.
Subsequentemente a este estudo, Martins e colaboradores (2016) identificaram a presenca
do mesmo plasmideo carreador de blaskc-1 em isolado de K. pneumoniae resistente a

polimixina B. Até o0 momento, s&o poucos os relatos de deteccdo de BKC-1 no pais.
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2.3.2 Carbapenemases de Classe B

As carbapenemases de classe B ou metalo-f-lactamase (MBLs) sdo reconhecidas
pela capacidade de hidrolisar carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e ndo hidrolisar
monobactamicos. As enzimas desta classe caracterizam-se por ndo serem afetadas pelos
inibidores classicos de B-lactamases, como o acido clavulanico e o tazobactam, e serem
inibidas pelos quelantes de metais, como 0 EDTA, o &cido mercaptopropidnico e o acido
dipicolinico (Queenan & Bush, 2007).

Diferentemente do cenario atual, em que a maioria das enzimas desta classe séo
mediadas por plasmideos, historicamente as primeiras metalo-p-lactamases descritas
eram codificadas por genes localizados no cromossomo de Bacillus cereus, Aeromonas
spp. e Stenotrophomonas maltophilia (Patel & Bonomo, 2013).

Muitas enzimas desta classe tém sido detectadas nos dltimos anos e, até o
momento, 12 familias ja foram descritas: SPM (Sédo Paulo MBL); GIM (German
Imipenemase); SIM (Seul Imipenemase), KHM (Kyorin Health Science MBL), AIM
(Australian Imipenemase), DIM (Dutch Imipenemase), SMB (S. marcescens MBL), TMB
(Tripoli MBL), FIM (Florence Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), IMP
(Imipenemase), NDM (New Delhi MBL). Desde suas descobertas, a grande maioria
destas enzimas ndo se disseminou além de seus paises de origem, possivelmente por
serem de localizagcdo cromoss6mica. No entanto, IMP, VIM, e NDM ja foram detectadas
em grande nimero de paises, e 0s genes que as codificam sdo localizadas em plasmideos
ou no cromossomo de diversas espécies de bacilos gram-negativos clinicamente
relevantes (Queenan & Bush, 2007; Patel & Bonomo, 2013).

IMP-1 foi identificada pela primeira vez em 1993 em isolados de S. marcesces no
Japdo (Ito et al., 1995). Apds a primeira deteccao, esta enzima foi identificada na Europa,
Brasil e regides da Asia em diversas espécies de bacilos gram-negativos, incluindo
Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae (Bush and Jacoby, 2010). Atualmente, mais de
50 variantes de IMP foram identificadas
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab).

VIM-1 foi identificada pela primeira vez em 1997 na Italia em um isolado de P.
aeruginosa (Lauretti et al., 1999). Posteriormente, VIM-2 foi descoberta na Franga,
também em P. aeruginosa (Poirel et al., 2000b). Atualmente, 46 variantes de VIM foram

identificadas (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab).
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Incialmente estas enzimas foram identificadas em bacilos gram-negativos nédo
fermentadores, porém, a identificagdo em enterobactérias ndo é incomum (Patel &
Bonomo).

O primeiro relato de NDM-1 ocorreu em 2008 na india, em um isolado de K.
pneumoniae (Yong et al., 2009). Apos sua identificacdo inicial, estudos indicaram a
propagacdo de NDM-1 e suas variantes em diversas regides do mundo, sendo encontradas
em todos os continentes (Bonnin et al., 2012; Escobar et al., 2013; Géttig et al., 2013;
Lowe et al., 2013; Lowman et al., 2011; Nordmann et al., 2011; Poirel et al., 2011a; Zou
etal., 2015).

No Brasil, o primeiro caso de NDM-1 foi detectado em 2013, na cidade de Porto
Alegre em uma Providencia rettgeri e em Enterobacter cloaceae (Carvalho-Assef et al.,
2013). Atualmente, outros estudos mostram a disseminagdo entre outras espécies como
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter
freundii e inclusive entre ndo fermentadores como A. baumannii e A. pittii (Carneiro et
al., 2014; Carvalho-Assef et al., 2014;; Pillonetto et al., 2014; Rozales et al., 2014;
Campos et al., 2015; Pagano et al., 2015; Aires et al., 2017).

Embora 17 variantes de NDM tenham sido caracterizadas, a NDM-1 é a variante
de maior importancia epidemioldgica, sendo encontrada mundialmente em espécies de

Enterobacteriaceae e Acinetobacter spp. (Khan et al., 2017).

2.3.3 Carbapenemases de Classe D

As B-lactamases de classe D sdo também denominadas oxacilinases (OXAs)
devido a elevada capacidade de hidrolisar cloxacilina, oxacilina e meticilina. Este grupo
de enzimas caracteriza-se por nao ser afetado por inibidores usuais de p-lactamases como
0 é&cido clavulanico e tazobactam; porém, a atividade in vitro pode ser inibida por
concentragdes elevadas de NaCl (Naas & Nordmann, 1999).

A maioria das B-lactamases de classe D pertencem ao grupo 2d da classificagéo
funcional de Bush. Entre as quatro classes moleculares propostas por Ambler, a classe D
¢ a que apresenta maior diversidade genética e bioquimica e pode ser codificada por genes
localizados no cromossomo em algumas espécies, mas também associados a elementos

genéticos moveis (Evans & Amyes, 2014).
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De um modo geral, as B-lactamases da classe D nédo hidrolisam cefalosporinas de
espectro estendido e apresentam baixa atividade hidrolitica contra carbapenémicos.
Entretanto, a associagdo destas enzimas a outros mecanismos de resisténcia, como
diminuicdo de permeabilidade e alteracdo de PBPs, pode levar ao aumento de CIM para
carbapenémicos em alguns isolados (Patel & Bonomo, 2013).

A primeira OXA-B-lactamase com atividade de carbapenemase foi descrita em
1993, por Paton e colaboradores. A enzima, nomeada OXA-23, foi detectada em A.
baumannii resistente a imipenem, cefalosporinas e penicilinas, isolado na Escécia em
1985. A excecdo de um isolado de Proteus mirabilis identificado na Franca em 2002, esta
enzima foi caracterizada exclusivamente em plasmideos e cromossomo de espécies de
Acinetobacter (Mugnier et al., 2010; Bonnet et al., 2002).

Isolados de A. baumannii produtores de OXA-23 foram identificados
mundialmente, inclusive no Brasil, frequentemente associados como causadores de surtos
(Dalla-Costa et al., 2003; Jeon et al., 2005; Turton et al., 2005). A OXA-23 compartilha
apenas 60% de identidade com um segundo grupo de oxacilinases capazes de hidrolisar
carbapenémicos, que é constituido por OXA-24/40, OXA-25 e OXA-26. Estas enzimas
diferem entre si por poucas substituicbes de aminoacidos (Bou et al., 2000a; Bou et al.,
2000b; Heritier et al., 2003; Naas et al., 2005; Lolans et al., 2006). Muitos casos de surtos
envolvendo produtores de OXA-40 foram relatados nos EUA e a persisténcia durante
uma década de um clone de A. baumannii produtor de OXA-40 foi demonstrado em
Portugal (Da Silva et al., Lopez-Otsoa et al., 2002). Os altos niveis de resisténcia
observados em isolados produtores de OXA-23 e OXA-40 deve-se a combinacgdo de
mecanismos adicionais de resisténcia (Poirel et al., 2007).

A exemplo da OXA-23 e demais oxacilinases mencionadas acima, a grande
maioria das enzimas do tipo OXA capazes de hidrolisar carbapenémicos estdo restritas as
espécies de Acinetobacter, principalmente Acinetobacter baumannii (Queenan & Bush,
20017). No entanto, no inicio da década passada, a OXA-48 emergiu como determinante
de resisténcia a carbapenémicos em Enterobacteriaceae. Devido a importancia
epidemioldgica desta enzima, ela sera discutida com mais detalhes mais adiante.

Atualmente, além da OXA-48, podemos encontrar na literatura outras OXA-
carbapenemases caracterizadas em enterobactérias. Entre elas, a OXA-372, que foi
identificada em plasmideo de Citrobacter freundii recuperado de planta de &guas

residuais hospitalares na Italia (Antonelli et al., 2015). Esta enzima apresenta 43% de
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identidade com a OXA-48 e ambas apresentam parametros cineticos semelhantes para a
hidrélise do imipenem.

Mais recentemente, a OXA-427 foi identificada em plasmideo de S. marcescens
de paciente hospitalizado na Bélgica e, subsequentemente, detectada em isolados clinicos
de E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, K. oxytoca e P. rettgeri (Bogaerts et al., 2017).
Esta enzima apresenta apenas 29% de similaridade com a OXA-48, e seu perfil hidrolitico

inclui penicilinas, ceftazidima, aztreonam e ertapenem.

2.4 OXA-48

2.4.1 Origem da OXA-48

A origem da OXA-48 parece estar fortemente ligada a mobilizacdo de genes
cromossémicos presentes em algumas espécies de Shewanella. Shewanella spp. séo
bacilos gram-negativos, aerobios facultativos, frequentemente encontrados na agua e no
ambiente (Poirel et al., 2004a). Alguns representantes sdo considerados potenciais
reservatorios de genes que codificam para B-lactamases de classe D que hidrolisam
carbapenémicos (Poirel et al., 2010). No cromossomo de Shewanella oneidensis, por
exemplo, é possivel encontrar o gene blaoxass4 que codifica enzima capaz de hidrolisar
eficazmente o imipenem. Interessantemente, esta enzima compartilha 92% de
similaridade com a OXA-48 (Poirel et al., 2004a).

Em estudo realizado por Zong (2012), a analise da sequéncia de aminoacidos de
um isolado de Shewanella xiamenensis recuperado de material clinico na China,
identificou a presenca de dois genes, denominados blaoxassy € blaoxa-199. As enzimas
codificadas por estes genes diferem da OXA-48 em quatro e cinco aminoacidos,
respectivamente. Concomitantemente a este estudo, identificou-se na india a sequéncia
de blaoxa-1s1 em um isolado de S. xiamenensis (Potron et al., 2011d). Além destes
achados, as sequéncias de blaoxa-204 € blaoxa-s16 também foram identificadas em S.
xiamenensis.

Recentemente, Tacdo e colaboradores (2017) realizaram um estudo de
investigacgdo da presenca de genes relacionados a blaoxa-ss em genomas Shewanella. Os
resultados encontrados na analise filogenética sustentam a hipotese da ligacdo destes
organismos a origem de OXA-48 e suas derivadas. Contudo, os mecanismos de

mobilizacdo destes genes para outras espécies de bacilos gram-negativos ainda ndo estdo
29



esclarecidos. Poirel e colaboradores (2012a) sugerem que sequéncias de insercéo teriam
mobilizado genes localizados no cromossomo para plasmideos, 0s quais se disseminaram
em espécies clinicamente relevantes como K. pneumoniae e E. coli. Assim, a
disseminacdo de OXA-48 e outras oxacilinases pode ser resultado de uma ampla troca
inter-espécies.

A figura 2 ilustra a similaridade entre a sequencia de aminoacidos de OXA-48 e
aquelas de outras oxacilinases encontradas em espécies de Shewanella spp.

30



OXA-163 (ADYI6M4)

ONA-247 (AGC0814)

OXA-370 (AEWST881)

OXA-162 (ACZT1248)

OXA Shewomella sp. Sh9S KPNT6I85)
OXA-245 (AGCSW013)

OXA-405 (AIA30830)

| OXA-48 (asas622389)

OXA 244 (AGCH0012)

OXA-F46 (AQN43454)

OXA-252 Shewanella sp. ZOR0O12 L5976 244 (WP_037424885)
ONA-252 Shewanella sp POL2 (WP_037423895)
ONA-199 5§ siewensuiz (AFCO5884)
OXA-204 § xiamenensiz (RCPO85Y)
OXA S xiamenenziz BCOL (WP_03741455)
ONXA 416 5 amenensiz (AKHN)
OXA-181 002209

P IONA-252 (acDeiol3)

OXA S decolorasioniz 512 (E5841576)
OXA Shewamella sp. ANA-3 (ASK#6S3)
2ol OXA-436 (ALN39132)

OXA Shewanella sp. MR.-7 (ASI4310)
OXA Shewanella zp. MR-4 (AB7774)
—— OXA-54 5 oneidensiz MR-1 (AARES9IT)
160 a! OXA 5. putrgfacions CN-32 (ABP76885)

100' OXA Shewanella sp. W3-18-1 (ABM23637)
OXA S pumgfaciens 200 (ADV55655)

23| OXABE3 (AQXA3LS)
OXA-248 (AQN4sun
% 85|~ OXA-S80 (AQX4345)
OXAF82 (AQNaM3Y)
OXA-F49 (AQusiess
10| 1 OXA § balrica OS223 (ACE45356)
OXA 5. balnica OS67S (ADT93044)
g2 | OXA S. balnica 05625 (EHCOSRY)
OXA 5. balmoa OS195 (ABX402Y)
5] OXA § balnica OS183 (ABSNSTD)
<) OXA 5. baltica BAL7S (AEGI0127)
OXA § balvica OS183 @HQ14343)
OXA-228] (aqQuasss))
OXA § balniea OS155 (ABNE2W9)
SEIOXA 5 baltica OS117 (AEH14357)

OXA Shewaneila zp. ECSMB14102 (WP _052248074)

mﬁ?x;\ 5. halionz JOM 14758 (WP_03%¢7967)

26~ OXA-55 5. algoe (AAR03105)
OXA S algae (AALS75N)
OXA 5. cohwelliana (WP_02876380)
120 OXA § loikica PV-4 (ABO25086)
I OXA Shewanella sp. cp20 (WP_051313739)
OXA-10 (AGO4295)

R —
01

Figura 2. Arvore filogenética de similaridade entre sequéncias de aminoécidos de

enzimas da familia OXA-48 e de outras OXAs codificadas por genes encontrados no

cromossomo de Shewanella sp. Reproduzido de Tacdo et al., 2017.



2.4.2 Aspectos gerais

Em 2001, foi isolado em Istambul- Turquia, uma Klebsiella pneumoniae resistente
a multiplos farmacos, incluindo carbapenémicos. Neste isolado, uma nova OXA-
carbapenemase foi identificada e denominada OXA-48. Diferentemente da maioria da
oxacilinases, que estdo associadas a integrons de classe 1, 0 gene blaoxa-4s foi identificado
localizado em um plasmideo, compartilhando menos de 40% de identidade com outras
OXAs anteriormente descrita (Poirel et al., 2004a, Poirel et al., 2004b).

A analise de cinética enzimatica de OXA-48 mostrou que ela hidrolisa muito
eficientemente penicilinas e apresenta baixo nivel de atividade contra os carbapenémicos,
com uma atividade muito maior para imipenem, sendo considerada a enzima de classe D
com maior atividade catalitica conhecida para este farmaco. Com relacdo as
cefalosporinas de espectro estendido, a OXA-48 caracteriza-se por ndo hidrolisar
ceftazidima e cefepime, mas hidrolisar fracamente cefotaxima (Poirel et al., 2004b).

A andlise da estrutura cristalina de OXA-48 realizada por Docquier e
colaboradores (2009) revelou que esta B-lactamase possui um mecanismo diferente para
hidrolise de carbapenémicos quando comparada a outras OXAs-carbapenemases. Em
contraste com a estrutura cristalina de OXA-24, a estrutura de OXA-48 foi semelhante a
OXA-10, uma oxacilinase desprovida de atividade carbapenemase, indicando que a
atividade para carbapenémicos poderia estar associada a mudancas sutis na regido do sitio
ativo. Outro aspecto importante é que a fenda do sitio ativo de OXA-48 diferencia-se da
encontrada em OXA-24 em forma, dimensao e distribuicdo de cargas. Neste estudo, 0s
resultados das anélises da dindmica molecular encontrados apontaram para a relevancia
funcional de residuos localizados no loop B5-$6 na atividade de carbapenemase de OXA-
48.

Em 2011, o mesmo grupo de pesquisadores (De Luca et al., 2011) realizou um
estudo para investigar a importancia do loop p5-p6 na atividade carbapenemase de OXA-
23, OXA-24 e OXA-48. A partir da estrutura de OXA-10, os pesquisadores construiram
modelos hibridos que continham o loop PB5-p6 encontrado nas trés oxacilinases
investigadas e observaram que as propriedades hidroliticas foram significativamente
alteradas. Os hibridos adquiriram atividade significativa para imipenem, enquanto a

capacidade de hidrolisar outros substratos, como penicilinas e cefalosporinas, ndo foi
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alterada. Os dados encontrados neste estudo demonstram claramente o papel critico dos

residuos do loop B5-B6 para atividade de carbapenemase destas enzimas.

2.4.3 Epidemiologia

Apos a primeira descrigdo em 2004 (Poirel et al., 2004b), isolados produtores de
OXA-48 foram relatados como fonte de surtos nosocomiais na Turquia e identificados
em paises do Sul da Europa e Africa (Carrér et al., 2008b; Carrér et al., 2010; Cuzon et
al., 2011; Voulgari et al., 2013; Thomas et al., 2013; Loucif et al., 2016). Atualmente,
esta enzima ja foi identificada mundialmente e em diversos membros de importancia
clinica da familia Enterobacteriaceae, conforme descrito na Tabela 2.

Embora a grande maioria das descricdes relacione a OXA-48 a isolados clinicos
de enterobactérias, estudos de deteccdo desta enzima em espécie de ndo fermentadores,
como o A. baumannii e P. aeruginosa, e em isolados recuperados de amostras ambientais
e de animais também foram publicados (Potron et al., 2011a; Al Bayssari et al., 2014;
Mathlouthi et al., 2015; Liu et al., 2016; Borah et al., 2016; Melo et al., 2017; Piedra-
Carrasco et al., 2017).

Tabela 2. Enterobacteriaceae produtoras de OXA-48 e seus paises de identificacdo.

Pais Organismos descritos Referéncia
Africa do Sul K. pneumoniae Poirel et al., 2012b.
Alemanha K. pneumoniae Pfeifer et al., 2012.
E. coli
E. cloacae
Arabia Saudita K. pneumoniae Alotaibi et al., 2017.
Argélia K. pneumoniae Cuzon et al., 2015.

Providencia rettgeri
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Tabela 2. Continuacao

Pais Organismos descritos Referéncia
Beélgica K. pneumoniae Glupczynski et al., 2012; Huang
etal., 2013.
E. coli
E. cloacae
China K. pneumoniae Guo et al., 2016.
Eqito K. pneumoniae Carrér et al., 2010.
Eslovénia K. pneumoniae Pir§ et al., 2011.
Espanha K. pneumoniae Pitart et al., 2011.
E. cloacae Fernéndez et al., 2015.
E. coli Ortega et al., 2017.
EUA K. pneumoniae Lyman et al., 2015.
E.coli
Enterobacter aerogenes
Klebsiella ozaenae
E. coli
Franca K. pneumoniae Cuzon et al., 2011; Poirel et al.,
E. cloacae 2012a.
E. coli
Grécia K. pneumoniae Voulgari et al., 2013.
Holanda K. pneumoniae Potron et al., 2011b.
india K. pneumoniae Khajuria et al., 2014.
E. coli
E. cloacae
Ird E. coli Hojabri et al., 2017.
Irlanda K. pneumoniae O'Brien et al., 2011.
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Tabela 2. Continuacao

Pais Organismos descritos Referéncia
Israel E. coli Goren et al., 2010; Adler et al.,
2011; Chen et al., 2015.
K. pneumonaie
P. mirabilis
K. oxytoca
Italia E. coli Giani et al., 2012,
Libia K. pneumoniae Kraiem et al., 2015.
Marrocos K. pneumonaie Poirel et al., 2012a.
S. marcescens
E. cloacae
K. oxytoca
Reino Unido K. pneumonaie Thomas et al., 2013.
E. coli
E. cloacae
Rassia K. pneumoniae Fursova et al., 2015.
P. mirabilis
Enterobacter spp.
Senegal K. pneumonaie Moquet et al., 2011.
E. coli
E. cloacae
Enterobacter sakazakii
Suica K. pneumoniae Dortet et al., 2017.

Sultanato de Oma
Tailandia

Tunisia

E. coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

Dorted et al., 2012.
Lunha et al., 2016.

Saidani et al., 2012.
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Tabela 2. Continuacao

Pais Organismos descritos Referéncia

Turquia K. pneumoniae Nazic et al., 2005.Carrér et al.,
2010; Aktas et al., 2012.
E. coli
C. freundii
E. cloacae
S. marcescens

Providencia rettgeri
Twain E. coli Jao et al., 2016.

Vietna K. pneumoniae Tada et al., 2017.

Desde a publicacdo do primeiro relato em 2004, variantes de OXA-48 foram
descritas em enterobactérias de diversas regides do mundo. Até o0 momento, 20 derivadas
de OXA-48 tiveram suas sequéncias depositadas no banco de dados de p-Lactamases do
NCBI (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/Blactamases/Allele.tab acesso em 10 de
setembro 2017), as quais diferem pela variacdo de um pequeno nimero de aminoacidos.
Na Tabela 3 estdo apresentadas enzimas derivadas de OXA-48 que possuem informacgoes
adicionais disponiveis e na Figura 3 esta representada a distribuicdo geogréafica dos paises
de primeiro relato destas enzimas.

A maioria das enzimas relacionadas a OXA-48 sdo codificadas por genes
localizados em plasmideos e, a excecdo de algumas representantes, apresentam perfil
hidrolitico bastante semelhante ao da OXA-48 (Poirel et al., 2004b).

Quanto a epidemiologia, embora a OXA-48 ja tenha sido descrita
mundialmente, a disseminacao de suas derivadas parece ndo apresentar o mesmo nivel de
expansdo. A excecdo da OXA-181 que, foi detectada K. pneumoniae india, Holanda,
Nova Zelandia e Sultanato de Omé&, em outras espécies de enterobacterias, como
Citrobacter freundii e Providencia rettgeri (Franca) e em E. coli (india) (Castanheira et
al., 2011; Kalpoe et al., 2011; Potron et al., 2011c; Williamson et al., 2011; Poirel et al.,
2012a). Relatos de enterobactérias produtores de blaoxa-1s1 associado a outros genes,

como blanpwm-1 € blavim-s, também ja foram publicados (Castanheira et al., 2011; Potron
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ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab

et al., 2011c). Sabendo que a india parece ser o reservatério principal dos produtores de
NDM e que este gene esta disseminado mundialmente, a propagacdo de OXA-181 além
do continente indiano pode estar associada a propagacdo de isolados carreadores de
blanom (Nordmann et al., 2011).
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Tabela 3. Primeiras descri¢des de variantes de OXA-48 e suas caracteristicas.

Variante  Localizagdo = Organismos Pais Similaridade genética com Perfil de hidrélise  Referéncia
descritos OXA-48
OXA-181 Plasmideo K. pneumoniae india Difere pela substituicdo de Similar a OXA-48 Potron et
quatro aminoacidos al., 2011c.
OXA-232 Plasmideo K. pneumoniae india Difere por cinco aminoacidos  Similar a OXA-48, Potron et
E. coli Difere da OXA-181 por um porém com menor al., 2013a.
aminoacido capacidade de
hidrolisar
carbapenémicos e
atividade maior para
penicilinas
OXA-162 Plasmideo = K. pneumonaie Alemanha Difere pela substituicdo de um  Similar a OXA-48 Pfeifer et
aminoacido al., 2012,
OXA-163 Plasmideo K. pneumoniae Argentina Difere pela delecdo de quatro Hidrolisa Poirel et al.,
E. cloacae amino&cidos cefalosporinas de 2011b.

espectro estendido e
ndo hidrolisa

carbapenémicos
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Tabela 3. Continuacao

Variante Localizacdo ~ Organismos Pais Similaridade genética com Perfil de hidrolise  Referéncia
descritos OXA-48
OXA-247 Plasmideo K. pneumonaie Argentina Difere da OXA-163 pela NA Gomez et
substituicdo de dois al., 2013.
amino&cidos
OXA-204 Plasmideo K. pneumoniae  Tunisia  Difere pela substituicdo de dois  Similar a OXA-48  Potron et
aminoacidos al., 2013b.
OXA-244 Plasmideo K. pneumoniae = Espanha  Difere pela substituicdo de um NA Oteo et al.,
Cromossomo E. coli - aminoécido 2012;
Potron et
al., 2016
OXA-245 Plasmideo K. pneumoniae  Espanha  Difere pela substituicdo de um NA Oteo et al.,
aminoacido 2012.
OXA-405 Plasmideo S. marcescens Franca  Difere pela delecdo de quatro Hidrolisa Dortet et
aminoéacidos penicilinas, al., 2015b.
cefotaxima,

cefalotina e ndo
hidrolisa

carbapenémicos
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Tabela 3. Continuacao

Variante Localizacdo ~ Organismos Pais Similaridade genética com Perfil de hidrolise  Referéncia
descritos OXA-48

OXA-370 Plasmideo Enterobacter Brasil Difere pela substituicdo de um NA Sampaio et
hormaechei aminoacido al., 2014,

OXA-416 Cromossomo Shewanella Italia Difere pela substituicdo de trés ~ Similar a OXA-48  Antonelli et
xiamenensis amino&cidos al., 2015.

OXA-199 Cromossomo Shewanella China Difere por cinco nucleotideos NA Zong, 2012.
xiamenensis

OXA-48b  Cromossomo Shewanella China Difere por quatro nucleotideos NA Zong, 2012.
xiamenensis

Abreviagdo: NA (N&o Avaliada)
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Figura 3. Distribuigdo geografica dos paises de primeiros relatos de OXA-48 e derivadas.

2.4.4 Plataforma genética de blaoxa-4s

O gene blaoxa-4s foi originalmente detectado em um plasmideo do grupo de
incompatibilidade IncL/M, a jusante da sequéncia de insercdo 1S1999, um elemento da
familia 1S4 relacionado a mobilizagdo e expressao de genes de resisténcia a B-lactamicos
(Poirel et al., 2004b; Carrér et al., 2010). Posteriormente, foi demostrado que 151999
compunha um transp6son composto denominado Tn1999, que € constituido por duas
copias de 1S1999 que flanqueiam o gene blaoxa-4s € esté inserido dentro de um gene tir.
A jusante de blaoxa-ag, encontra-se um gene lysR seguido por um fragmento truncado de
um gene acc, os quais compartilham 98 e 100% de identidade com genes das mesmas
familias encontrados em S. oneidensis (Carrér et al., 2010).

A primeira identificacdo de 1S1999 foi em isolados clinicos de P. aeruginosa na
Tailandia (Girlich et al., 2002). Nestes isolados, 151999 estava associada ao gene blaves-
1que codifica para ESBL. Em estudo de caracterizacao funcional desta estrutura, Aubert
e colaboradores (2006) mostraram que uma das principais caracteristicas da 1S1999 € a
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inclusdo de sequéncias de promotores fortes envolvidos na expressdo de genes
localizados & jusante, como encontrado na plataforma genética de blaoxa-ss.

Apesar de Tn1999 ser a plataforma classicamente relacionada a OXA-48,
isoformas desta estrutura foram identificados em associacao ao gene blaoxa-4s, porém sao
bem menos frequentemente relatadas.

O Tn1999.2 foi identificado em K. pneumoniae isoladas em Istambul e difere do
Tn1999 pela insergdo de uma IS1R (Carrér et al., 2010). Acredita-se que a localizagio
de ISIR & montante da blaoxa-4s proporcionou 0 aumento da expressdo do gene.
Curiosamente, isolados que abrigam a estrutura Tn1999.2 apresentam CIMs mais altas
para carbapenémicos, quando comparado aos isolados que abrigam a estrutura Tn1999.
(Carrér et al., 2010).

O Tn1999.3 foi identificado por Giani e colaboradores (2012) em uma E. coli
isolada na Italia e apresenta estrutura semelhante ao do Tn1999.2. Porém, abriga uma
segunda copia de IS1R. Semelhante ao observado na estrutura de Tn1999.2, o gene de
OXA-48 poderia ter vantagens de expressdo com a insercdo de IS1IR a montante e a
presenca de duas cépias de IS1R poderiam também auxiliar na sua mobilizacdo (Giani et
al., 2012).

O Tn1999.4 também estd associado a isolados produtores de OXA-48. Esta
estrutura foi identificada por Potron e colaboradores (Potron et al., 2013) em um estudo
que comparou geneticamente 107 isolados de enterobactérias produtoras de OXA-48
provenientes de diversos paises. O Tn1999.4 é formado pelo Tn1999.2 interrompido por
outro transpdson, o Tn2015, o qual é composto por ISEcpl, blactx-m-15 € um gene de
transposase Tn2 trucado (Potron et al., 2013c).

Recentetemente, 0 gene blaoxa-s foi encontrado na plataforma denominada
Tn1999.5, uma variante do transpéson Tn1999.2 em que o gene lysR esta truncado pelo
elemento ISKpn19 (Skalova et al., 2017).

As estruturas que compde a plataforma genética Tn19999 e estruturas que compde

suas isoformas estdo representadas de forma esquematica na Figura 4.
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Figura 4. Estruturas da plataforma genética Tn1999 e suas derivadadas que abrigam
OXA-48. Reproduzido de Mairi et al., 2017.

A estrutura classica Tnl1999 abrigada em plasmideo IncL/M manteve-se
conservada no ambiente genético da maioria das derivadas de OXA-48, exceto para
algumas representantes.

No ambiente genético da OXA-163 e sua derivada, a OXA-247, as estruturas
conhecidas que abrangem blaoxa-4s ndo foram encontradas. Ambos o0s genes foram
identificados em plasmideos ndo tipaveis e as sequéncias de insercdo ISEcl4 e uma
variante de 1S4 foram os elementos identificados a montante e a jusante de ambos 0s
genes (Poirel et al., 2011b; Gomez et al., 2013).

O gene que codifica OXA-181 foi caracterizada em um ambiente genético
totalmente diferente dos relacionados a OXA-48 e sem qualquer caracteristica de 151999.
blaoxa-181 foi localizado em plasmideo do tipo ColE e a sequéncia de inser¢do ISEcpl foi
identificada a montante do gene (Potron et al., 2011c). Esta IS é amplamente responsavel
pela aquisicéo de genes ESBLs como blactx-m e blacmy (Poirel et al., 2003; Nakano et
al., 2007). Em K. pneumoniae isolada em Oma4, o gene blaoxa-1s1 foi identificado
associado a ISEcpl, compondo em um transpéson chamado Tn2013 (Potron et al.,

2011c). A mesma associagdo entre ISEcpl e blaoxa-1s: foi encontrada em outros
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produtores de OXA-181 identificados em estudo conduzido por Poirel (2012). Um
ambiente genético similiar ao da OXA-181 foi descrito para a sua derivada, OXA-232,
com excecdo da sequéncia de insercdo ISEcpl, que foi quase totalmente eliminada
(Potron et al., 2013).

A plataforma genética originalmente descrita para OXA-204 também € distinta a
da OXA-48, porem, sdo observadas estruturas similares as descritas para OXA-181. O
gene blaoxa2os foi originalmente localizado em um plasmideo do tipo IncA/C,
responsaveis pela disseminacdo de diversos genes de resisténcia, em particular blacmy
(Call et al., 2010). A presenca da sequéncia de insercdo ISEcpl foi observada a montante
do gene blaoxa-204, contudo, uma andlise detalhada mostrou que a ISEcpl foi truncada
por outra sequéncia de inser¢do denominada ISKpnl5. Este conjunto de estruturas
caracterizam o transposon denominado Tn2016 (Potron et al., 2013a).

O gene que codifica OXA-370 também foi caracterizado em uma plataforma
genética distinta daquela observada para OXA-48. As estruturas que abrangem este gene
serdo melhor discutidas mais adiante.

2.4.5 Plasmideos envolvidos na disseminacdo de OXA-48

A disseminacdo plasmideal de OXA-48 e suas variantes esta relacionada a uma
gama estreita de plasmideos, o que poderia explicar a dispersdo prioritaria deste gene
entre isolados de enterobactérias (Poirel et al, 2012b).

Em estudo publicado em 2012b, Poirel e colaboradores caracterizaram a estrutura
de plasmideos portadores do gene blaoxa-4s encontrados em diferentes enterobactérias,
diferentes clones e diferentes paises, e revelaram que estes plasmideos compartilhavam
caracteristicas muito semelhantes: a) eram auto-conjugativos e de tamanho muito similar
(entre 60-70 kb); b) ndo apresentavam determinantes adicionais de resisténcia; e c) ndo
eram tipaveis por PBRT. De acordo com Poirel, a coproducdo de ESBLSs observada em
80% dos produtores de OXA-48 deve-se, portanto, a aquisi¢do de plasmideos adicionais.

O gene blaoxa-s j& foi identificado em plasmideos de grupos de incompatibilidade
como IncF, IncA/C e IncL/M (Potron et al., 2013c). Contudo, devido as caracteristicas
comuns encontradas em plasmideos portadores deste gene, alguns autores sugerem que a

epidemia de OXA-48 esta relacionada a disseminacgdo bem sucedida de um dnico tipo de
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plasmideo IncL/M, no qual o gene blaoxa-4s teria sido integrado através da aquisi¢éo do
transposon composto Tn1999 (Poirel et al., 2012b).

Plasmideos do tipo IncL/M s&o comuns em isolados clinicos e ambientais de
enterobactérias e frequentemente identificados na origem da aquisi¢do de uma variedade
de genes de resisténcia, incluindo blanpm-1 € blactx-m-3 (Carrér et al., 2010; Poirel et al.,
2012a; Poirel et al., 2012b; Carattoli et al., 2009; Bonnin et al., 2013). Recentemente,
Caratolli e colaboradores (2015) publicaram uma analise comparativa do sequenciamento
completo de plasmideos desta linhagem que os diferencia em duas linhagens genéticas,
IncL e IncM. Esta nova analise classifica os plasmideos carreadores de blaoxa-4e como
pertencentes ao grupo IncL. Assim, os plasmideos portadores de blaoxa-4s detectados em
estudos anteriores e caracterizados como IncL/M poderdo ser redefinidos como
pertencentes ao tipo IncL.

A Figura 5 ilustra a similaridade entre IncL e IncM e a nova classificacdo proposta

por Caratolli para blaoxa-4s € outros determinantes de resisténcia.
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Figura 5. Arvore de similaridade entre os genomas de IncL e IncM e agrupamento

de alguns determinantes de resisténcia. Reproduzido de Caratolli et al., 2015.
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2.4.6 Epidemiologia molecular

O gene blaoxa-4s jé foi identificado em diferentes espécies e em isolados da mesma
espécie aparesentando diferentes perfis de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) e ou
sequence types (ST), indicando elevado nivel de transferéncia entre e intra-espécies.
Além de casos esporadicos, podemos encontrar na literatura relatos de surtos causados
por produtores de OXA-48.

Assim como a primeira descri¢do, o primeiro grande surto descrito de OXA-48
ocorreu na Turquia, no periodo de 2006-2007. Carrér e colaboradores (2008b)
investigaram 39 isolados de K. pneumoniae provenientes de um hospital de Istambul e
observaram a disseminacdo de dois clones. Os isolados envolvidos no surto ndo
apresentaram relacdo clonal com o isolado de K. pneumoniae da primeira descricao,
indicando a disseminacdo concomitante de varios clones de K. pneumoniae produtores de
OXA-48 em Istambul.

Em paises europeus, surtos e casos esporadicos de enterobactérias produtoras de
OXA-48 estdo associados a diferentes STs. Isolados de K. pneumoniae produtores de
OXA-48 pertencentes ao ST395 foram associados a surtos na Franca e na Holanda, e
também foram identificados no Marrocos (Potron et al., 2011b; Cuzon et al., 2011). A
analise do PFGE de isolados representantes das trés regides geograficas citadas revelou
que os isolados eram estreitamente relacionados, caracterizando a disseminagédo de um
mesmo clone. Os isolados identificados possuiam outros determinantes de resisténcia
como 0s genes blactx-m-15, blaoxa-1, blatem-1 € blasnv-1, como relatado em muitos
produtores de OXA-48.

Na Espanha, K. pneumoniae produtoras de OXA-48 e pertencentes ST101 foram
associadas a dois surtos (Pitart et al., 2011). A ST101 é variante da ST258 que,
atualmente, € amplamente identificada em isolados de K. pneumoniae produtores de KPC.
K. pneumoniae pertencentes ao ST101 também foram relacionadas a duas pandemias de
OXA-48 na Argélia no periodo de 2014-2015 (Loucif et al., 2016)

Outras STs j& foram descriras como envolvidas na disseminacdo de blaoxa-4s. A
ST353 foi associada a um surto de K. pneumoniae produtoras de OXA-48 em Londres e
a ST221 na Irlanda. Isolados de K. pneumoniae coprodutoras de OXA-48 e KPC
usualmente apresentam ST14 e ST11. Na Grécia, um surto de OXA-48 foi associado ao
ST11 (Poirel et al., 2004b; Woodford et al., 2011; Canton et al., 2012; Voulgari et al.,
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2012). Nos EUA, os primeiros casos clinicos de produtores de OXA-48 foram associados
ao ST199 e ao ST43 (Mathers et al., 2013).

Apesar da disseminagdo de OXA-48 ocorrer predominante em K. pneumoniae,
relatos envolvendo outras espécies de enterobactérias pertencentes a STs epidémicos ja
foram descritos. Em 2011, Poirel e colaboradores (Poirel et al., 2011c) caracterizaram
trés isolados de E. coli positivos para OXA-48, oriundos da Turquia, Israel e Senegal,
pertencente ao ST38. A analise do PFGE revelou que os trés isolados eram clonalmente
relacionados, o que indica que uma mesma linhagem de E. coli produtora de OXA-48
estd circulando em pelo menos trés regides geograficas distintas. Em estudos prévios,
isolados de E. coli ST38 haviam sido associados a disseminagéo de genes blactx-m-14 na
China e blacTtx-m-14 € blactx-m-9 N0 Japéo.

Potron e colaboradores, reforcaram os achados de E. coli produtoras de OXA-48
pertencentes ao ST38. Além disso, encontraram em sua investigacao isolados de E. coli
positivos para OXA-48 pertencentes ao grupo filogenético D/B2, que incluem
principalmente cepas virulentas (Potron et al., 2013).

Poucos sdo os estudos que relatam a presenca de OXA-48 em isolados do
complexo E. cloacae. Entretanto, os dados obtidos até agora indicam que a disseminacgéo
do gene nestas espécies estd a associada a diferentes clones (Poirel et al., 2011d; Potron
etal., 2013).

2.4.7 OXA-370

A primeira deteccdo de p-lactamase relacionada a OXA-48 no Brasil ocorreu em
2013, com a identificagdo da variante OXA-370. Sampaio e colaboradores (2014)
identificaram a presenca do gene blaoxa-s7o em um isolado do Complexo Enterobacter
cloacae recuperado de swab retal de um paciente hospitalizado na cidade de Porto Alegre,
durante um estudo de monitoramento de enterobactérias produtoras de carbapenemase. O
isolado apresentava reduzida sensibilidade a imipenem e resisténcia a ertapenem,
cefalosporinas e aztreonam. A anélise da sequéncia dos genes mostrou que blaoxa-37o
diferia de blaoxa-as por trés nucleotideos, porém somente a substituicdo T 634G e C 635-
A resultou na substituicdo de um aminoacido, S220E. A andlise plasmideal evidenciou

que blaoxas7o localizava-se em um plasmideo conjugativo do tipo IncF de
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aproximadamente 150 kb. Além do gene blaoxa-370, 0 isolado carreava também os genes
blatem-1 € blacTx-m-s.

Diferentemente da plataforma genética Tn1999 comumente relacionada a blaoxa-
48, 0 gene blaoxa-37o encontrava-se flanqueado a montante por um gene tnpA, da familia
Tn3, truncado na por¢do 3’ por uma Sequéncia de insercdo semelhante a 1S5075 e
flanqueado & jusante por um gene tnpA da familia Tn4, truncado na por¢ao 5’ por uma
sequéncia de insercdo do tipo 1S15.

O perfil hidrolitico da enzima ndo foi caracterizado neste estudo. Porém, a
comparacdo entre os resultados de CIMs do transformante e do isolado selvagem
sugeriram gque a nova enzima parecia nao hidrolisar carbapenémicos e que a presenca de
blacTx-m-g poderia estar superestimando a CIMs das cefalosporinas no isolado selvagem,
visto que as CIMs para ceftazidima, cefotaxima e cefepima foram reduzidas na presenca
do clavulanato. Apenas a CIM de piperacilina manteve-se elevada no transformante e no
isolado selvagem, mesmo na presenca de inibidor de B-lactamase, 0 que é compativel
com o perfil de OXA-48.

Posteriomente a primeira descricdo, Pereira e colaboradores (2015) descreveram
a presenca de OXA-370 em E. aerogenes e E. cloacae e a disseminacdo clonal de K.
pneumoniae produtoras de OXA-370 recuperados de materiais clinicos de pacientes de
cinco hospitais do Rio de Janeiro, durante o periodo de 2013 a 2014. A maioria dos
isolados de K. pneumoniae e os isolados de Enterobacter spp. avaliados no estudo
apresentaram resisténcia a p-lactdmicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas e
aztreonam. Além do gene blaoxa-a7o, 0s genes blaoxa-1 e blactx-m-15 foram detectados
entre estes isolados, diferindo dos genes de ESBLs associados ao plasmideo do primeiro
relato de OXA-370.

Quanto a epidemiologia molecular, a analise por Multilocus Sequence Typing
(MLST) identificou a presenca de ST1041 e ST16 entre os isolados de K. pneumoniae. A
sequéncia correspondente ao ST1041 ja havia sido identificada em outros isolados de K.
pneumoniae do Rio de Janeiro em 2012. A sequéncia correspondente ao ST16, por sua
vez, foi associada a disseminacdo de NDM no Canadd e CTX-M-15 em Taiwan,
Copenhagen e Dinamarca. Além disso, 0 ST16 foi relacionada a K. pneumoniae produtora
de OXA-48 que causou surtos em dois hospitais de diferentes regides da Espanha. No
Brasil, o0 ST16 foi encontrado no Rio de Janeiro em K. pneumoniae produtoras de KPC

isoladas de hemocultura no final da década passada.
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A andlise plasmideal realizada em seis isolados do estudo mostrou a presenca de
plasmideos de diferentes tamanhos. Em um isolado de K. pneumoniae pertencente ao
ST104, foi identificado um plasmideo de aproximadamente 50kb, enquanto em dois
isolados de K. pneumoniae pertencentes ao ST16 foram observados plasmideos com
tamanhos entre 25 e 117 kb. Em E. cloacae, o gene foi observado em um plasmideo de
aproximadamente 40kb e E. aerogenes em um plasmideo de aproximadamente 150kb,
similiar em tamanho ao plasmideo descrito no Rio Grande do Sul.

Subsequentemente a esta publicacdo, Aires e colaboradores (2016) publicaram
dados que indicam que a OXA-370 estaria circulando no Rio Grande do Sul ha pelo
menos um ano antes de sua primeira detecgdo. Neste estudo, 0s autores caracterizaram
um isolado de K. pneumoniae produtor de OXA-370 coletado no Rio Grande do Sul em
maio de 2012. A analise plasmideal revelou que blaoxa-s7o estava localizado em um
plasmideo de aproximadamente 57kb. Além de blaoxa-37o, 0 isolado continha os genes
blasHv-1, blatem-1 e blactx-m-s.

Aparentemente, o gene blaoxa-s7o apresenta alta capacidade de mobilidade, visto
que neste estudo os autores revelam gque a OXA-370 foi identificada também em isolado
de Aeromonas punctata recuperado de ambiente aquatico no Rio de Janeiro. Ainda nesta
publicacdo, Aires e colaboradores citam que o isolado de K. pneumoniae produtor de
OXA-370 apresentou resultado negativo para o blue-carba, teste rapido para deteccdo de
carbapenemases. Os autores atribuiram a sensibilidade reduzida aos carbapenémicos do
produtor de OXA-370 a associacdo de diferentes mecanismos, como perda de porinas ou
bombas de efluxo.

A anélise por PFGE e MLST mostrou que o isolado de K. pneumoniae tinha
padrdo de bandas semelhante a dos isolados clonais de K. pneumoniae descritos por
Pereira e colaboradores (2015) e que pertencia ao ST17. Os isolados pertencentes aos
ST16 e ST17 s&o agrupados no mesmo complexo clonal designado CC16-17. Este estudo
evidenciou a associacdo da disseminacdo de OXA-370 a isolados pertencentes ao
complexo clonal CC16-17.

A mais recente publicacdo descrevendo isolados produtores de OXA-370 € de
Rozéles e colaboradores (2017) que caracterizaram Enterobacteriacea coprodutores de
genes que codificam para carbapenemases. Dentre os isolados caracterizados no estudo,
cinco isolados de E. cloacae produtores de blanpm-1 € blaoxa-370 € um isolado de K.
pneumoniae produtor de blakec-2 € blaoxa-s7, foram investigados quanto ao perfil

plasmidial e o perfil de sensibilidade a antimicrobianos.
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No estudo, os transformantes que receberam somente blaoxa-370 apresentaram
CIMs consideravelmente mais baixas para imipenem e meropenem, quando comparado
aos isolados selvagens, o que reforca a hipotese de que esta variante ndo possui atividade
de carbapenemase relevante. A analise dos plasmideos dos isolados coprodutores de
OXA-370 e NDM-1 ou KPC-2 mostrou que os diferentes genes estdo abrigados em
plasmideos distintos, o que j& havia sido observado em estudos prévios de avaliagdo de
coprodutores de NDM-1 e OXA-181, e NDM-1 e OXA-232 (Balm et al., 2013 e Both et
al., 2016).

50



3. JUSTIFICATIVA

Uma variante da OXA-48, a OXA-370, foi identificada em 2013 em Porto Alegre,
Brasil. Entretanto, até 0 momento, sdo conhecidas poucas caracteristicas desta enzima e
qual a importancia da presenca deste gene em enterobactérias. Sabendo que a OXA-48
esta disseminada mundialmente e é considerada importante mecanismo de resisténcia a
carbapenémicos em Enterobacteriaceae, € necessario o esclarecimento dos seguintes
itens em relacdo a OXA-370: 1) a sua prevaléncia em isolados de Enterobacteriaceae do
Rio Grande do Sul; 2) o impacto da presenca de blaoxa-37o no perfil de sensibilidade aos
B-lactdmicos, sobretudo carbapenémicos; e 3) a caracterizacdo do contexto genético em

que blaoxa-370 esté inserido. Este estudo pretende responder a estas questdes.
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4. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho é caracterizacdo de isolados de

Enterobacteriaceae produtores da p-lactamase OXA-370.

4.1 Especificos
a) Avaliar prevaléncia de OXA-370 em enterobactérias com diminuigdo de sensibilidade
aos carbapenémicos;

b) Conhecer o perfil de sensibilidade a B-lactamicos, especialmente carbapenémicos, de

enterobactérias produtoras de OXA-370;
c) Determinar a relacédo clonal entre os isolados produtores de OXA-370;

d) Caracterizar o0 ambiente genético do gene blaoxa-so.
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Abstract

In Enterobacteriaceae, the blaoxa-ss-like genes have been identified on plasmids in
different regions of the world. The OXA-370 is a plasmid encoded OXA-48-like enzyme
reported in two distinct regions of Brazil. Recently, we demonstrate that the blaoxa-370
gene is disseminated among several Enterobacteriaceae species and clones, indicating a
high potential for dissemination. In this work we described for the first time the complete
nucleotide sequence of six plasmids harboring the blaoxa-s70 gene. Complete DNA
sequencing using the lllumina platform and annotation of the plasmids showed that they
belonged to incompatibility groups IncX and had in average 70 Kbp. The blaoxa-370 gene
is located in a composite transposon containing four genes encoding transposases, named
Tn6435. In this study, highly similar plasmids were detected in different

Enterobacteriaceae genera.
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Introduction

OXA-type B-lactamases are currently classified in three different subgroups based on
their hydrolytic profile (1). The group 2df includes enzymes able to hydrolyze
carbapenems, including OXA-48. OXA-370, a plasmid encoded OXA-48-like enzyme,
differs from the former by a single amino acid substitution and was firstly reported from
Porto Alegre, south of Brazil (2) and subsequently reported from Rio de Janeiro, on the
southeast of Brazil (3). Dissemination of blaoxa-370 has been demonstrated to occur by
clonal dissemination (3) but recently the detection of this gene was demonstrated in
different enterobacterial species (4). However, there is no data regarding the complete
sequence of plasmids harboring the blaoxa-37o gene so far. The aim of this work was to
determine the complete nucleotide of plasmids involved in the dissemination of the

blaoxa-370 gene among different species of Enterobacteriaceae.

Methods

Strains used in this study and species identification.

The Enterobacteriaceae isolates in this study are listed in Table 1. All strains were
isolated from rectal swab samples in the same hospital in Porto Alegre, RS, Brazil.
Identification to the species level was achieved by partial sequencing of the rrs gene (5).
Enterobacter strains were also identified at the species level by partial sequencing of
the hsp60 gene, as previously described (6, 7), with modifications proposed by Campos

et al. (8).
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Plasmid extraction and transformation assays

Extraction of plasmid DNA from wild type strains was carried out as previously described
by Birnboim and Doli (9), except that sodium acetate solution was refrigerated. Plasmid
DNA solutions were used to transform electro competent E. coli TOP10 (Thermo) using
E. coli Pulser (BioRad). Transformants were selected on LB agar containing ampicillin
(100 mg/L). The presence of the blaoxa-370 gene in transformants was confirmed by PCR
as previously described by Poirel et al. (10) with modifications proposed by Campos et
al. (8). Plasmids were subsequently extracted from transformants grown in LB broth
containing ampicillin (100 mg/L). The presence of plasmids was confirmed by 0.7%
agarose gel electrophoresis applying 2.5 V/cm during 7 hours. E. coli 39R861 was used
as a reference for estimating plasmid size (11). Plasmid bands were visualized under UV

transillumination after GelRed (Biotium) staining.

Complete plasmid sequencing, assembly, annotation, and analysis.

Plasmid DNA samples were tagmented using the Nextera DNA sample preparation kit
before fragments of ~2,000 bp were captured, purified, and sequenced using a MiSeq
Reagent kit, v2 (500 cycles), in MiSeq system (Illumina). Sequences were assembled de
novo in contigs using the SeqMan NGen program and subsequently aligned using
SegMan Pr, both in version 14.1.0 (DNAStar). Open reading frames (ORFs) were
predicted and annotated using RAST (http://rast.nmpdr.org/) (12). Manual curation and
sequence similarity searches directed against the GenBank database were carried out
using the ARTEMIS (13) genome browser and annotation tool. Insertion sequences were
manually reviewed, directing searches against the IS Finder database (https://www-

is.biotoul.fr/) (14). The full plasmid sequences were compared to those available at
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GenBank using BLAST. Plasmid incompatibility group was evaluated using the Plasmid
Finder software (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) (15). Plasmid nucleotide

sequences were aligned using BioEdit (16).

Nucleotide sequence accession numbers. The complete nucleotide sequences of the

plasmids were deposited in GenBank under accession numbers X to Y.

Results

A total of six plasmids had the complete sequence determined. They were all circular and
their GC content varied from 46.7% to 47.2%. All sequenced plasmids belonged to the

IncX incompatibility group and had in average 70 Kbp (Table 1).

When the full nucleotide sequences of the 70 Kbp plasmids were analyzed using the
PlasmidFinder 1.3 Server, no plasmid replicons were found even using a 50.0% threshold.
Contrasting to this finding, annotation revealed the presence of genes encoding
replication-associated proteins (pir, bis, parA, hns and topB), characteristically found in

IncX plasmids. These genes are highlighted in blue color in Figure 1.

The largest IncX plasmid was designated p1368 and all others had their nucleotide

sequences compared to it. Similarity indexes among them varied from 98 to 99%.

The p1368 plasmid has a virB operon encoding proteins of a type IV secretion apparatus
implicated in conjugal transfer, but virB3 and virB7 are absent. It has vapC-like and vapD-
like genes, known to encode a toxin-antitoxin system implicated in plasmid stability (17).
The plasmid also has the frmA, frmB and frmR genes implicated in formaldehyde
metabolism and tolerance (18). Concerning antimicrobial resistance genes, only genes
encoding B-lactamases were found. The blactx-m-s and the blaoxa-370 genes were found
located 24 Kbp apart from each other (Figure 1).
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The blaoxa-370 gene is located in a 3,710 bp in a composite transposon containing four
genes encoding transposases; it is bracketed by 1S26 at the 5" and tnpA gene at 3" (Figure
2). This transposon was registered as Tn6435 at Transposon Registry Database

(http://transposon.Istmed.ac.uk). This mobile element is present in all IncX plasmids

sequenced in this study and also an IncF plasmid p87F from Enterobacter hormaechei,
which partial sequence was previously described by our group (GenBank accession
KJ488493.1). When the Tn6435 complete nucleotide sequence was compared to other

sequences available at GenBank, the maximum query cover was 63%.

When the p1368 nucleotide complete nucleotide sequence was compared to those
available at GenBank, the maximum query cover (52%) and similarity index (99%) were
observed with GenBank deposit CP011588.1, an isolate of Enterobacter asburie from

human sample detected in Virginia, United States in 2008.

The IncX plasmids harboring blaoxa-s7o differ from one another by insertion sequences.
In the p1368 plasmid, isolated from E. hormaechei in October 2013, the uvrB gene is
interrupted by the ISKpn24, but this interruption is absent in the other five plasmids
sequenced (Figure 1). The p1233 plasmid, isolated from E. hormaechei in October 2013,
has a ISKpn40 between two genes encoding hypothetical proteins but this insertion is
absent in all other plasmids. In plasmids p1032 and p1182, the 1S5075, observed
downstream the Tn6435 in p1368, p1233, p844 and p2048 is absent (Figure 1). Of note

highly similar plasmids (99%) were detected in different Enterobacteriaceae genera.
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Discussion

In this paper we described for the first time the complete nucleotide sequence of six
plasmids harboring the blaoxa-z70 gene. All of them belong to the IncX incompatibility
group. IncX plasmids have been described to harbor different carbapenemase genes and
to be responsible for the dissemination of these genes in different countries around the
world, as is the case for blanom-1 (8, 19, 20), blakec-2 (21-24), blakpc-s (25) and blakpc-
and blakec-s (26). More recently, these group of plasmids have been described to harbor
the mcr-1 gene (27, 28). There is a report of blaoxa-a7o in plasmids of variable sizes in K.
pneumoniae from Rio de Janeiro (3), but the complete nucleotide sequences and the

incompatibility groups have not been reported.

All plasmid sequenced had a virB operon but lacked the virB3 and virB7. The virB operon
encodes a type IV secretion system (T4SS) that enables plasmid transfer through
conjugation. The finding of highly similar plasmids in different PFGE clones and species
suggests that these two genes are not essential for assembling of the T4SS and plasmid

transfer.

The plasmids that we sequenced in this work were detected in isolates cultivated from
rectal swabs during the period from August 2013 to February 2014. In a six month period
we observed various occurrence of insertions sequences in the same K. pneumoniae and
E. hormaechei clonal groups Kpl and Ehl. These findings suggest a high frequency of

genetic events in a plasmid in short period of time.

We found that the same Tn6435 was present in plasmids pertaining to IncX and IncF
incompatibility groups. This finding evidences the capacity of this transposon to be

transferred from one plasmid to another.
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The complete sequence of IncX plasmids containing the blaoxa-37o gene showed that
blacTx-m-g was also present. Considering that OXA-370 is weak carbapenemase that is not
active against third and fourth generation cephalosporins (2), the presence of the blacTx-

m-g may facilitate the dissemination of clones harboring the IncX plasmids we sequenced.

In summary, we demonstrate that the blaoxas70 gene is disseminated among
Enterobacteriaceae both by plasmid transfer and mobilization by a newly describe

transposon here in designated Tn6435.
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Table 1. OXA-370-producing Enterobacteriaceae isolates and plasmids information.

WT Species Date PFGE Plasmid Plasmid GC (%) Number
strain Clone size (op)  content  of ORFs
844 K. pneumoniae  Aug/3013 Kpl p844 69,218 46.8 94
1032 K. pneumoniae Oct/2013  Kp2 p1032 67,392 46.8 94
1182 K. pneumoniae  Oct/2013  Kp2 p1182 67,063 46.7 93
1233  E.hormaechei  Oct/2013  Ehl p1233 69,606 46.9 95
1368 E. hormaechei Nov/2013  Ehl p1368 71,680 47.2 100
2048 K. pneumoniae Feb/2014  Kp2 p2048 68,390 46.8 94
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho, foi mostrado a identificagcdo da enzima OXA-370 em
isolados de Enterobacteriaceae no estado do Rio Grande do Sul. Apesar da frequéncia
do gene blaoxa-37o Ser baixa nas amostras da colegéo estudada, a presenga deste gene em
amostras de diversas espéecies de enterobactérias e em isolados detectados em cinco
hospitais localizados no Rio Grande do Sul indicam seu potencial de disseminagé&o.
Adicionalmente, este estudo mostrou a presenca deste gene em diferentes grupos clonais
de Klebsiella spp., Enterobacter spp. e E. coli.

Um elevado nivel de resisténcia a penicilinas associadas a inibidores de f-
lactamase foi observado nos isolados produtores de OXA-370, porém, os niveis de
resisténcia aos carbabapenémicos imipenem e meropenem foram baixos, o que sugere
gue esta enzima ndo tenha atividade significativa para esta classe de p-lactamicos.

Este trabalho mostrou pela primeira vez a sequéncia completa de nucleotideos de
plasmideos que abrigam o gene blaoxa-s70. Todos os plasmideos caracterizados pertencem
ao grupo de incompatibilidade IncX, responsavel pela disseminacdo de genes de
resisténcia em diferentes paises, e sdo semelhantes em tamanho, com média de 70 kb.

O estudo mostrou a presenca de plasmideos altamente similares em clones
diferentes. Todos os plasmideos sequenciados apresentam em sua estrutura um operon
virB, que esta associado a transferéncia de plasmideos por meio da conjugacao.

Os resultados de caracterizacdo genética dos plasmideos portadores de OXA-370
permitiram identificar uma estrutura comum aos seis plasmideos sequenciados, designado
Tn6435. Estes achados podem ser considerados inovadores, uma vez que o transpdson
Tn6435 possui baixa similaridade com outras estruturas ja caracterizadas e € comum aos
plasmideos portadores de blaoxa-37o descritos caracterizados neste trabalho. Parte da
estrutura que compde estrutura Tn6435 havia sido identificada na descri¢éo original de
OXA-370, em que 0 gene blaoxa-37o estava abrigado em um plasmideo do grupo de
incompatibilidade IncF. Os dados apresentados no presente estudo evidenciam a
capacidade de transferéncia deste gene em plasmideos pertencentes a diferentes grupos

de incompatibilidade.
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