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RESUMO

O avanco das técnicas moleculares nas ultimas décadas nos mostra que 0 genoma procarioto
estd em constante evolucdo. Tais mudancas podem resultar em alterac@es significativas no com-
portamento epidemioldgico de diversas especies de micro-organismos patogénicos. Staphylo-
coccus aureus, principal representante do grupo dos coagulase-positivo, e Staphylococcus epi-
dermidis, principal espécie no grupo dos estafilococos coagulase-negativos (ECN) persistem
entre os principais patdgenos causadores de infec¢des adquiridas em hospitais e na comunidade.
Diante deste cenario, a viruléncia estafilocécica e a disseminacgdo de linhagens multidroga re-
sistentes (MDR) representam um sério problema de salde publica. Neste contexto, alguns mé-
todos sdo de extrema importancia, como por exemplo a identificacdo e investigacdo molecular
de genes e proteinas relacionados a patogenicidade. Além disso, 0 numero crescente de sequén-
cias gendmicas e protedmicas depositadas nos bancos de dados tem nos permitido um melhor
entendimento acerca da variabilidade do perfil patogénico destes micro-organismos, permitindo
assim elucidar os mecanismos relacionados a viruléncia, resisténcia e disseminagdo. Estudos
envolvendo linhagens clinicas de ECN tém revelado a presenca de genes relacionados a viru-
Iéncia e resisténcia em linhagens de S. epidermidis, evidenciando seu potencial patogénico,
além da sua importancia como um reservatorio de genes, que podem ser transferidos para outras
bactérias presentes em um mesmo nicho ecoldgico. O genoma e proteoma de S. aureus vém
sendo amplamente descritos, porém ainda mal caracterizados em linhagens de ECN. Tendo em
vista a rapida evolucdo da viruléncia e resisténcia destes micro-organismos e seus altos indices
de infeccdo e mortalidade, sdo necessarios estudos que envolvam o sequenciamento do genoma
e proteoma de linhagens de Staphylococcus spp., sobretudo de S. epidermidis, que vem se des-
tacando como um importante patégeno emergente dentre os ECNs. Diante disso, investigamos
linhagens de S. epidermidis isoladas de hemoculturas provenientes de recém-nascidos interna-

dos em uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Foi realizado o sequenciamento



do genoma e proteoma destas linhagens clinicas de S. epidermidis com o intuito de caracterizar
a presenca de genes e proteinas relacionados a patogenicidade destes isolados clinicos. Além
disso, as amostras foram analisadas quanto ao perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicro-
bianos. O resultado do sequenciamento do genoma total das duas linhagens clinicas revelou
genes relacionados a resisténcia a tetraciclina, gentamicina, cefoxitina/oxacilina, penicilina, tri-
metoprim, acido fusidico, ciprofloxacina e outras quinolonas, bem como genes codificadores
de fatores de viruléncia para produgdo de enzimas e toxinas relacionados a mecanismos de
aderéncia, evasao imune e sistemas de secrecdo. A analise protedmica mostrou a producao de
proteinas relacionadas a patogénese, como por exemplo as enzimas SspA (serina V8 protease)
e SspB (cisteina protease), além da autolisina Atl, validando os resultados obtidos a partir do
sequenciamento. Os resultados deste estudo revelaram uma série de fatores de viruléncia que
provavelmente contribuem para a patogenicidade de S. epidermidis, principalmente no que diz
respeito a formag&o de biofilme, além de um repertério de genes de resisténcia aos antimicro-
bianos, alertando para a importancia de S. epidermidis como patégenos emergentes no contexto
das infeccdes nosocomiais. Tendo em vista que as populagdes de S. aureus e S. epidermidis
podem ocupar nichos ecoldgicos sobrepostos, o fluxo génico pode ocorrer entre essas espécies,
0 que destaca a importancia da vigilancia continua para detectar novas linhagens recombinantes
que promovem a emergéncia de micro-organismos multirresistentes e virulentos.

Palavras-chave: Staphylococcus epidermidis, resisténcia a antimicrobianos, viruléncia, Uni-

dade de Terapia Intensiva Neonatal.
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ABSTRACT

The advancement of molecular techniques in recent decades shows us that the prokaryotic ge-
nome is constantly evolving. Such changes can result in significant alterations in the epidemi-
ological behavior of several species of pathogenic microorganisms. Staphylococcus aureus, the
main representative of the coagulase-positive group, and Staphylococcus epidermidis, the main
species of the coagulase-negative staphylococci (SCN) group persist among the main pathogens
that cause infections acquired in hospitals and in the community. In this scenario, staphylococ-
cal virulence and the spread of multidrug resistant (MDR) strains represent a serious public
health problem. In this context, some methods are extremely important, such as the identifica-
tion and molecular investigation of genes and proteins related to pathogenicity. In addition, the
increasing number of genomic and proteomic sequences deposited in databases has allowed us
to better understand the variability of the pathogenic profile of these microorganisms, thus al-
lowing us to elucidate the mechanisms related to virulence, resistance and dissemination. Stud-
ies involving clinical strains of SCN have revealed the presence of genes related to virulence
and resistance in strains of S. epidermidis, evidencing its pathogenic potential, in addition to its
importance as a reservoir of genes, which can be transferred to other bacteria. present in the
same ecological niche. The genome and proteome of S. aureus have been widely described, but
still poorly characterized in SCN strains. In view of the rapid evolution of virulence and re-
sistance of these microorganisms and their high rates of infection and mortality, studies involv-
ing the sequencing of the genome and proteome of strains of Staphylococcus spp., especially S.
epidermidis, which has been standing out as an important emerging pathogen among SCNs.
Therefore, we investigated S. epidermidis strains isolated from blood cultures from newborns
admitted to a Neonatal Intensive Care Unit (NICU). The genome and proteome sequencing of
these clinical strains of S. epidermidis was performed in order to characterize the presence of

genes and proteins related to the pathogenicity of these clinical isolates. Furthermore, the



samples were analyzed for the phenotypic profile of antimicrobial susceptibility. The result of
whole genome sequencing of the two clinical strains revealed genes related to resistance to
tetracycline, gentamicin, cefoxitin/oxacillin, penicillin, trimethoprim, fusidic acid, ciprofloxa-
cin and other quinolones, as well as genes encoding virulence factors for production of enzymes
and toxins related to adherence mechanisms, immune evasion and secretion systems. The pro-
teomic analysis showed the production of proteins related to pathogenesis, such as the enzymes
SspA (serine V8 protease) and SspB (cysteine protease), in addition to autolysin Atl, validating
the results obtained from the sequencing. The results of this study revealed a series of virulence
factors that probably contribute to the pathogenicity of S. epidermidis, especially with regard
to biofilm formation, in addition to a repertoire of antimicrobial resistance genes, alerting to the
importance of S. epidermidis as emerging pathogens in the context of nosocomial infections.
Considering that the populations of S. aureus and S. epidermidis can occupy overlapping eco-
logical niches, gene flow can occur between these species, which highlights the importance of
continuous surveillance to detect new recombinant lineages that promote the emergence of mul-

tidrug-resistant and virulent microorganisms.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, antimicrobial resistance, virulence, Neonatal Inten-

sive Care Unit.
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INTRODUCAO

O avanco das técnicas moleculares nas ultimas décadas nos mostra que o genoma pro-
carioto estad em constante evolugédo. Tais mudancas podem resultar em alteracdes significativas
no comportamento epidemioldgico de diversas espécies de micro-organismos patogénicos, den-
tre eles as bactérias do género Staphylococcus spp., que persistem entre os principais patégenos
causadores de infeccdes adquiridas em hospitais e na comunidade. Diante deste cenario, a vi-
ruléncia estafilocécica e a disseminacdo de linhagens multidroga resistentes (MDR) represen-
tam um sério problema de satde publica.*?

O género Staphylococcus spp. abrange 61 espécies e 23 subespécies®, que se caracteri-
zam por serem cocos gram—positivos que medem de 0,5 a 1,5 um de diametro e se apresentam
isolados ou em arranjos irregulares, lembrando cachos de uva. Sdo imdveis, ndo formadores de
esporos, catalase—positivos e anaerdbios facultativos, e se dividem em dois grupos, de acordo
com a capacidade da produgéo da enzima coagulase, sendo Staphylococcus aureus o principal
representante do grupo coagulase-positivo e Staphylococcus epidermidis principal espécie dos
Estafilococos coagulase-negativos (ECN), por ser a mais abundante na microbiota normal hu-
mana e a espécie de ECN mais frequentemente associada aos processos infecciosos.*>

Estudos envolvendo linhagens clinicas de ECN tém revelado a presenca de genes rela-
cionados a viruléncia e resisténcia em linhagens de S. epidermidis, evidenciando seu potencial
patogénico, além da sua importancia como um reservatorio de genes, que podem ser transferi-
dos para outras bactérias presentes em um mesmo nicho ecologico. O genoma e proteoma de S.
aureus vém sendo amplamente descritos, porém ainda mal caracterizados nas espécies coagu-
lase-negativas. Neste contexto, alguns métodos sdo de extrema importancia, como por exemplo
a identificacdo e investigacdo molecular de genes relacionados a patogenicidade. O nimero
crescente de sequéncias depositados nos bancos de dados tem nos permitido um melhor enten-
dimento acerca da variabilidade de seus perfis genéticos, permitindo assim elucidar os meca-
nismos relacionados a patogenicidade e disseminag&o.?

Estudos mostram evidéncias de que, além de um genoma central conservado, respon-
savel por carregar toda a informagao genética necessaria para garantir as funcgdes celulares es-
senciais, algumas espécies de bactérias possuem uma diversidade de genes acessorios, capazes
de conferir caracteristicas vantajosas a algumas linhagens. Tais caracteristicas podem ter sido
adquiridas ao longo de seu processo evolutivo, através de mecanismos de transferéncia hori-

zontal de genes (HGT), possibilitando a bactéria adquirir elementos genéticos mdveis através



de transferéncias laterais, como por exemplo, conjugacdo e transdu¢do mediada por fagos. A
HGT contribui de maneira importante na patogenicidade, pois pode promover alteracdes de
larga escala no genoma destes organismos.°

A HGT pode resultar na obtengao de resisténcia a antibidticos e aquisi¢do de fatores de
viruléncia, conferindo uma maior adaptagdo e patogenicidade até mesmo para espécies até en-
tdo consideradas comensais e simbidticas. Um exemplo deste cenario sdo as evidéncias acerca
da troca de genes entre S. aureus e S. epidermidis.” A aquisi¢do de elementos genéticos moveis
pode resultar na obtencdo de caracteristicas vantajosas para a bactéria, muitas delas advindas
de genes presentes em ilhas gendmicas, também denominadas ilhas de patogenicidade. Classi-
ficadas como um tipo de elemento genético movel, foram descritas anteriormente em algumas
cepas patogénicas, ocasionando alteracdes rapidas e significantes no potencial de viruléncia
destas bactérias. A maioria das toxinas e fatores de viruléncia de S. aureus sdo codificados nas
ilhas de patogenicidade, também conhecidas como “SaPIs”.6

No estudo realizado em 2005 por Gill et al. foi realizado o sequenciamento do genoma
completo de S. aureus COL e S. epidermidis RP62a, determinando as caracteristicas do genoma
que contribuem para o aumento da patogenicidade de S. aureus e a identificagao de novas ilhas
genomicas em S. epidermidis, que podem contribuir para a evolugdo da espécie de comensal a
um patégeno mais agressivo.® A analise comparativa de isolados de S. aureus sugeriu variagdes
na historia evolutiva das ilhas de patogenicidade, resultado da integracdo e mobilizagdo de pro-
fagos residentes em outros membros dessa espécie.”!? Por exemplo, na cepa de S. aureus COL,
o gene seb € codificado na mesma posicao que o gene tst (codificante da toxina da sindrome do
choque téxico) em S. aureus MW2, sugerindo o deslocamento ou eventos de aquisi¢ao inde-
pendentes através dos fagos.®>*!° Madhusoodanan et al. comprovaram a primeira evidéncia de
uma ilha de patogenicidade em um isolado clinico de S. epidermidis (SePI). O genoma dessa
cepa foi analisado e confirmou-se a presenga de uma SePI-1 que codifica os genes da SEC-3 e
SEIL, sendo também confirmado a expressao desses superantigenos por RT-PCR quantitativo
(qRT-PCR) e por western immunoblotting."!

Apesar de S. epidermidis produzir menos fatores de viruléncia que S. aureus, que € uma
bactéria mais invasiva, a producéo de toxinas pode favorecer sua permanéncia no hospedeiro,
facilitando assim sua disseminac&o.'? Além disso, a producdo de algumas toxinas pode agravar
as infecgOes causadas por esse micro-organismo.* Muitos autores questionam o potencial de
produgdo de toxinas por ECN, sugerindo erros de identificagdo das espécies, como linhagens
de S. aureus produtoras de baixa (ou nenhuma) quantidade de coagulase.'>'* No entanto, alguns

relatos indicam a producao de enterotoxinas estafilocdcicas por ECN isolados de alimentos e



de materiais clinicos. Em estudo realizado em 2006 por Cunha et al, foi investigada a presenca
de genes toxigénicos em ECN isolados de alimentos. A técnica de PCR detectou 10% de amos-
tras positivas, sendo que destas 25% apresentaram o gene sec-/ e 75% apresentaram o gene
sea.'> Em outro estudo, de 2007, Cunha et al detectaram os genes responsaveis pela producio
de enterotoxinas em Staphylococcus isolados de materiais clinicos (hemoculturas e secregdes)
de recém-nascidos. Das amostras estudadas, 46,6% dos S. aureus ¢ 40% dos ECN foram posi-
tivos para a presencga de genes de enterotoxinas estafilococicas.!® Nos estudos realizados em
2011 por Calsolari et al. em ECN isolados de recém-nascidos, a técnica de transcri¢ao reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) detectou a expressao do gene sea em trés
dos 14 isolados que foram positivos para esse gene pela técnica de PCR, enquanto o gene sec
foi detectado em 33 isolados e sua expressio detectada em trés.!”

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo superantigenos que podem desencadear uma série
de efeitos toxicos, funcionando como potentes toxinas gastrointestinais e estimulando de forma
inespecifica a proliferacdo de células T.* Essa ativacdo inespecifica se da através da ligacdo
direta @ molécula da classe Il do complexo principal de histocompatibilidade (MHC 1) e a
cadeia v do receptor de antigeno da célula T (TCR), sem o processamento tipico de antigenos
normais, resultando na estimulacdo de muitas células T e consequentemente em producéo ex-
cessiva de citocinas, tais como interleucina I (IL-1), IL-2, interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a).° Todas as enterotoxinas apresentam atividade superantigénica,
e suas principais acGes podem ser observadas nos alimentos e nas complicagfes do quadro cli-
nico de pacientes com infecgdes por Staphylococcus spp. Os principais sintomas da intoxicacdo
estafilocdcica sdo vomito e diarréia, podendo ocorrer nduseas, colicas abdominais e sudorese,
variando com o grau de susceptibilidade do individuo e com a concentracdo da enterotoxina
ingerida. J& alguns autores associaram o desenvolvimento da artrite septica com a acao das
enterotoxinas, devido a uma maior resposta inflamatdria que leva a lesdo tecidual .22 A acéo
das enterotoxinas também € descrita em sepses, osteomielites e sinusites.?22*2* Estes dados
ressaltam a importancia das linhagens capazes de produzir essas toxinas, e principalmente a
disseminacéo destes patdgenos no ambiente hospitalar.

Os genes codificantes das enterotoxinas estafilococicas podem estar localizados em
diferentes elementos moveis, o que pode favorecer a transferéncia de material genético de uma
bactéria a outra. Os genes sea e see sdo carreados em profago e alguns estudos comprovam que
esses genes estdo altamente relacionados, apresentando sequéncias de 81% de homologia. J& o
gene seb € cromossOmico, e esta localizado em ilhas de patogenicidade. O gene sec ¢ plasmidial

e apresenta trés subtipos (sec-1, sec-2 e sec-3), classificados com base nas diferengas



antigénicas e no hospedeiro com o qual eles estdo associados.?® O gene sed esta localizado no
plasmideo pIB485 e o gene seh em transposons.’®?” Os genes seg e sei coexistem em um mesmo
elemento genético (cluster egc), arranjados em uma orientagdo em tandem e sdo co-expressa-
dos, juntamente com os genes sem, sen e seo.”’

Além das enterotoxinas estafilocdcicas, outras toxinas tém papel fundamental na viru-
1éncia de Staphylococcus, como por exemplo as leucotoxinas bicomponentes. Sdo citotoxinas
capazes de lisar as células de defesa do hospedeiro através de uma agao sinérgica de dois com-
ponentes proteicos diferentes classificados como subunidades ‘S’ e ‘F’.?® Sua acdo citotoxica
ocorre por meio da formagao de poros na membrana, resultando no aumento da permeabilidade
aos cations e consequente instabilidade osmotica. Esse processo causa a liberagdo de agentes
pro-inflamatorios no meio extracelular, resultando em necrose tecidual e, quando presentes no
pulmio, estdo associadas a pneumonia necrotizante.’>*° Até o presente momento, foram des-
critas quatro leucotoxinas bi-componentes isoladas de linhagens de S. aureus, como mostra a
Tabela 1. Todas possuem atividade citolitica, no entanto, cada uma delas apresenta uma confi-
guragio diferente de especificidade celular.’!?*3 Algumas delas foram amplamente estudadas,
como por exemplo a Leucocidina Panton-Valentine (PVL), que vem sendo bastante associada
a cepas de S. aureus resistentes a meticilina adquiridas na comunidade (CA-MRSA).** Em con-
trapartida, algumas delas foram pouco caracterizadas até hoje, como ¢ o caso da LukED.>*%
Esta leucotoxina ¢ a tnica dentre as quatro que demonstrou a capacidade de lisar fagocitos de
camundongo com alta eficiéncia, como demonstrado por alguns estudos.>*>7*% Assim como a
PVL, seus dados epidemiologicos mostram sua relacdo com linhagens de MRSA, indicando

sua relevancia dentre os fatores de viruléncia de S. aureus.>**°



Tabela 1. Leucotoxinas, subunidades proteicas 'S’ e 'F e especificidade celular

Leucotoxinas Subu‘r;dade Subu‘;l’dade Especificidade celular

PVL LukS-PV LukF-PV Leucdcitos e Neutrofilos

Mondcitos humanos, células dendriticas,
neutréfilos e leucocitos
Células sanguineas de coelho e leucdcitos,
LukeD LukE LukD neutrofilos humanos e fagdcitos de camun-
dongo
Globulos vermelhos humanos, neutrofilos e
leucdcitos humanos e de coelho

Luk AB/Luk GH| LukA/LukH | LukB/LukG

v-Hemolisina | HIgA, HIgC HlgB

Referéncia: Adaptado de Yoong e Torres, 201333

Os genes relacionados a leucotoxinas tem sido amplamente descritos no genoma de S.

aureus, porém nunca foram relatados em espécies de ECN.

Enquanto S. aureus possui muitos mecanismos e fatores de viruléncia para evadir o sis-
tema imune do hospedeiro, o potencial patogénico de S. epidermidis depende principalmente
da formac&o de biofilme.*! Neste processo, as bactérias se ligam a uma superficie e em seguida
se multiplicam, formando assim microcol6nias capazes de produzir uma matriz extracelular
formada por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (e-DNA). Isso permite a associacdo
dos micro-organismos a superficies de dispositivos medicos invasivos, como proteses e catete-
res, de modo que se mantenham protegidos de fatores ambientais deletérios, como antibi6ticos
e o préprio sistema imune do hospedeiro, representando uma estratégia utilizada pelas bactérias
para sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro humano, além de servir como um reservatorio,

auxiliando na disseminac&o para novos locais de infecgéo.*

Os biofilmes sdo sistemas bioldgicos dinamicos e complexos, cujo desenvolvimento esta
atrelado a uma vasta rede de mecanismos reguladores necessarios para modificar e ajustar o
desenvolvimento do biofilme mediante mudancas nas condi¢des ambientais. O processo de de-
senvolvimento do biofilme estafilocdcico tem inicio quando as células plancténicas se ligam a
uma superficie biotica ou abiotica. Durante a infecgéo, os estafilococos encontram principal-
mente superficies bidticas compostas por matriz do hospedeiro, incluindo fibrinogénio, fibro-
nectina, vitronectina e colageno. Este processo é mediado por uma série de diferentes fatores e
mecanismos, como por exemplo as adesinas, proteinas que se encontram ancoradas na parede
celular estafilococica, denominadas MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recogni-
zing Adhesive Matrix Molecules) que reconhecem componentes da matriz extracelular e do

plasma sanguineo do hospedeiro incluindo fibrinogénio, fibronectina, fibroblasto e colageno.*



Foram descritas em S. epidermidis trés principais proteinas de superficie: SdrG, SdrF e
SdrH. Varios estudos mostraram que o SdrG se liga ao fibrinogénio e SdrF liga os componentes
da matriz hospedeira colageno e queratina.*® Além da ligacéo as superficies bidticas compostas
pela matriz do hospedeiro, também ocorre a ligacéo a superficies abio6ticas, como por exemplo
cateteres e implantes, e as superficies de poliestireno de placas de microtitulagdo frequente-
mente usadas para experimentos de biofilme in vitro. Neste tipo de ligacao, destaca-se a atuacédo
das autolisinas AtlA em S. aureus e AtIE em S. epidermidis. O mecanismo exato que descreve
a contribuicdo desta enzima na adesdo a superficie ainda ndo foi completamente esclarecido,
mas a hipotese é que a atividade enzimatica desta autolisina é capaz de modificar a hidrofobi-
cidade da superficie bacteriana, resultando em maior adeséo a superficie.** Além disso, AtIA e
AtIE sdo responsaveis pela liberacdo de DNA extracelular (eDNA), que € um dos componentes

da matriz de biofilme estafilocécico.*>4647

Apo6s se fixarem na superficie, as bactérias se proliferam, formando microcoldnias,
dando inicio a segunda etapa, onde a matriz extracelular comeca a ser produzida. Durante a
proliferacdo e maturacdo do biofilme, as células sdo mantidas juntas por fatores adesivos dentro
da matriz. Em biofilmes dependentes de polissacarideos, o principal componente é a poli-b(1-
6)-N-acetilglucosamina (PNAG), também conhecida como adesina intercelular polissacaridica
(PIA). A producéo de PIA é dependente do operon de adeséo intracelular (ica). O operon ica
compreende quatro genes dispostos na seguinte ordem: icaA, icaD, icaB e icaC. Ensaios in
vitro usando UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) como substrato mostraram que a gli-
cosiltransferase transmembrana IcaA bem como IcaD é essencial para a sintese de PIA.* A co-
expressao da proteina de membrana putativa IcaC é necessaria para produzir cadeias de oligd-
meros mais longas*® e, portanto, foi proposta como importante para a translocacdo da cadeia de
polissacarideo em crescimento para a superficie da célula. Apos a exportagao o PIA ¢é desace-
tilado pela proteina IcaB que introduz cargas positivas, que sao cruciais para sua localizagao
superficial e fungao biologica. A produgao de PIA e a sua desacetilagao tém sido reconhecidas
como fatores chave na viruléncia de S. epidermidis e sao 0s mecanismos predominantes no

acamulo em biofilme.*®

A terceira etapa, de estruturacéo do biofilme e desprendimento celular, ocorre principal-
mente pela degradacdo da matriz do biofilme induzida por proteases e pela ruptura do biofilme
por modulinas solGveis em fenol (PSMs). A importancia das proteases individuais para a de-
gradacdo e dispersdo do biofilme é altamente especifica da cepa e, até 0 momento, as proteases

SspA, SspB, ScpA e Aur demonstraram degradar biofilmes de S. aureus. Para S. epidermidis,



trés proteases secretadas foram identificadas: a metaloprotease SepA, a serina protease Esp, que
demonstrou degradar biofilmes de S. aureus, e a cisteina protease EcpA, todos com baixa es-
pecificidade de substrato.>® Outro componente importante da matriz do biofilme estafilocécico,
0 eDNA, esta sujeito a degradacdo por nucleases. Nucleases termoestaveis (Nuc) sdo expressas
por S. aureus. E interessante que o eDNA precisa ter um tamanho minimo de 11 kDa para
facilitar a integridade do biofilme, e a falta de atividade de nuclease € o fator determinante para

a preservacio do eDNA de alto peso molecular.>

Algumas toxinas podem desempenhar multiplos papéis na viruléncia estafilococica,
como por exemplo as hemolisinas, com base na capacidade de lisar hemacias, mas como sua
atividade bioldgica ndo é restrita as hemacias, introduziu-se o termo chamado toxina citolitica.
Séo polipeptideos capazes de lisar globulos vermelhos de diferentes espécies animais, plaque-
tas, células endoteliais, células epiteliais e leucdécitos e estdo divididos em diferentes classes, de
acordo com sua estrutura e mecanismo de a¢&0.%> No minimo, trés toxinas citoliticas ou lesivas
a membrana sdo produzidas pelos ECN, incluindo-se a toxina alfa (Hla), beta (HIb) e delta
(H1d).>® Hla é secretado como um mondmero soltvel em &gua, e se liga & proteina transmem-
brana ADAM10, que é um receptor celular para a toxina o. Em seguida, a toxina oligomeriza
em um heptamero na membrana plasmatica e um pré-poro é formado e, no final, ocorre a for-

mac&o do canal transmembrana.>*

A hemolisina-p foi identificada pela primeira vez em 1935 por Glenny e Stevens® e a
sequéncia do gene hlb foi descoberta em 1989 por Projan et al.>® Esta toxina tem se mostrado
altamente hemolitica em relacdo aos eritrocitos em carneiros, mas ndo em coelhos.®” A dife-
renga na suscetibilidade para eritrocitos pode ser devido aos diferentes contetidos de esfingo-
mielina dessas células, uma vez que a toxina também é conhecida como esfingomielinase. As
esfingomielinases sdo hidrolases de diéster fosfdrico que clivam as esfingomielinas, o esfingo-

lipideo mais abundante na membrana eucaridtica.*®

Além de lisar eritrocitos, a beta-hemolisina (HIb) possui atividade citotoxica para 0s
queratindcitos humanos, leucocitos polimorfonucleares, monacitos e linfocitos T e inibe a ex-
pressdo da interleucina-8 (IL-8) pelas células endoteliais®, e inducdo da formacio de bio-

filme.®®

A toxina d de S. epidermidis é também denominada PSMy. Modulinas soltveis em fenol
(PSMs) foram descobertas em 1999 por Mehlin et al.® em uma cultura de S. epidermidis. Nesse

estudo, trés peptideos foram identificados - PSMa, PSMp e PSMy - e foram descritos como um



complexo pro-inflamatoério isolado por extracéo de fenol quente do filtrado de cultura.®® Acre-

dita-se que a producdo de PSMs esta altamente correlacionada com a capacidade das espécies

estafilococicas causar infeccdes invasivas, devido a sua capacidade de lisar neutrofilos huma-

nos e estimular respostas inflamatdrias, além do seu papel na estruturacdo de biofilme e des-

prendimento celular.>

A Tabela 2 apresenta um resumo das func6es de alguns outros fatores de viruléncia estafiloco-

cos, além de alguns ja descritos acima.

Tabela 2. Fatores de viruléncia estafilocdcicos

Fator de viruléncia Gene Funcio
Aderéncia Autolisina atl Interagdo com proteinas extracelulares
bifuncional humanas, além de estar relacionada a
producéo de biofilme.®!
Proteina de ebh
ligacdo a Se liga especificamente a fibronectina
fibronectina humana durante a infecao
associada a parede estafilococica.®?
celular
Proteina de ebp Se liga especificamente a elastina humana
ligagdo a elastina durante a infecdo estafilococica.®
Proteinas de sdrF, Proteinas presentes na superficie celular
superficie bacteriana capazes de interagir com
sdrG, moléculas presentes no tecido do
hospedeiro, contribuindo para a
sdrH colonizagio durante as infec¢des.®*
Adesina icad,
intercelular
icaB,
Produgio de biofilme.%
icaC,
icaR
Enzima Serina V& ssP4 proteases que atuam como enzimas proteo-
protease
liticas contribuindo para a viruléncia em
Cisteina protease sspB
P P Staphylococcus spp.®
Lipase geh, lip Hidroélise de substratos lipidicos do

hospedeiro.®’



10

Termonuclease nuc DNase termoestavel especifica que
degrada o DNA.”!
Evasao Cépsula de acido capB, Importante fator de viruléncia em B. an-
imune poliglutamico capC | thracis, integrou-se no genoma de S. epi-
(Bacillus) dermidis provavelmente como resultado

da transferéncia de genes mediada por
plasmideos entre os dois géneros. Pode
estar relacionado com a produgao de bio-

filme.®
Sistema de Sistema de esaA,
Seereqa0 secregao tipo VI eifa Promove a secre¢ao de exoproteinas,
fatores de viruléncia transportados
essB, . : 68
através do envelope bacteriano.
essC,
esxA
Toxina Beta hemolisina hib Hemolisina capaz de lisar globulos

vermelhos de algumas espécies
(carneiro, homem e boi), além de
apresentar atividade citotoxica em
leucécitos, macrofagos e
fibroblastos. Também esta
relacionada a producao de
biofilme.>*%

A resisténcia a antimicrobianos ¢ outro fator importante na abordagemde Staphylococ-
cus spp. A emergéncia de micro-organismos MDR vem se tornando uma ameaca cada vez mais
séria a saude publica global, representando uma das maiores preocupagdes da Organizacao
Mundial de Satde (OMS).”® Nas ultimas décadas, infec¢des causadas por bactérias MDR dei-
xaram de ser restritas somente a ambientes hospitalares, se estendendo para a comunidade,
como € o caso de Staphylococcus spp. Neste contexto, S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
antes considerado um agente exclusivo de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS),
passou a ser responsavel por infecgdes de origem comunitaria, atingindo individuos imunocom-
petentes.” No entanto, a resisténcia estafilocdcica ndo se restringe apenas a S. aureus. Espécies
de ECN apresentam alto indice de resisténcia, com destaque para S. epidermidis, que apresenta
frequéncia de resisténcia de até 80% em isolados nosocomiais, ultrapassando os indices de fre-
quéncia de MRSA."!

O perfil de resisténcia estafilococica vem sofrendo alteracdes desde a década de 40, com
o surgimento das primeiras linhagens resistentes a penicilina. Estas linhagens sdo capazes de
sintetizar uma enzima denominada penicilinase, classificada como uma beta-lactamase de

classe A. Sua producao ¢ mediada pelo gene blaZ, que esta sob o controle de dois genes
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reguladores, blal e blaR 1. Desde entdo, foram descritas cepas com fendtipos de resisténcia cada
vez mais abrangentes, envolvendo uma diversidade de genes de resisténcia, muitos deles inse-
ridos em elementos genéticos moveis (EGMs). Por exemplo, os genes relacionados a resisténcia
a penicilina (blaZ, blal e blaR1) sdo carreados por um plasmideo, que também carrega outros
genes de resisténcia relacionados a desinfetantes (compostos de amonio quaterndrio), corantes
(acriflavina e brometo de etidio), metais pesados (chumbo, mercurio e cadmio) e outros anti-
bidticos, como eritromicina, acido fusidico e aminoglicosideos.”"?

Apos o surgimento da resisténcia a penicilina e sua consequente difusdo, surgiu a ne-
cessidade de desenvolver uma penicilina semissintética capaz de contornar a atividade da beta-
lactamase. Assim surgiu a meticilina, o primeiro antibiotico desenvolvido especificamente para
neutralizar um mecanismo de resisténcia bacteriana. Entretanto, ndo demoraram a aparecer li-
nhagens apresentando um fendtipo de resisténcia ainda mais complexo, ocasionando conse-
quéncias importantes para o tratamento das infec¢des estafilococicas. O gene mecA, inserido
no cassete cromossomico estafilococico mec (SCCmec), estd relacionado com o fenotipo de
resisténcia a meticilina, que torna a bactéria resistente a uma ampla gama de antibidticos [-
lactdmicos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas e carbapenens.’ Este mecanismo de resis-
téncia esta relacionado com a integridade da parede celular bacteriana, estrutura essencial para
a sobrevivéncia do micro-organismo. A transpeptidase, conhecida como proteina de ligagdo a
penicilina (PBP), estd presente na parede celular bacteriana e ¢ fundamental na sintese de pep-
tidoglicano. Por este motivo, essa estrutura ¢ alvo de antimicrobianos, especialmente os beta-
lactdmicos.”>’® S. aureus apresentam varios tipos de PBPs, mas a que caracteriza o MRSA é a
PBP2a. A proteina de ligacdo a penicilina alterada (PBP2a ou PBP 2°), codificada pelo gene
mecA, tem uma afinidade reduzida para a meticilina, tornando a droga ineficaz.”’%"’ Sendo
assim, quando os estafilococos adquirem e expressam o gene em questao, tornam-se capazes
de crescer na presenca de meticilina e outros beta-lactamicos, incluindo cefalosporinas e car-
bapenens, com excecdo das cefaloporinas de quinta geragdo, ceftarolina e ceftobiprole que sdo
utilizadas para tratamento das infec¢des causadas por MRSA.”®

Virias classes de antibioticos vém sendo usadas em infecgdes estafilocdcicas, porém
em contrapartida, estes micro-organismos tém demonstrado a capacidade de responder rapida-
mente a cada um deles por meio do desenvolvimento de um novo mecanismo de resisténcia.
Muitos destes mecanismos de resisténcia sao adquiridos pela bactéria através de uma transfe-
réncia de material genético advindo de outro micro-organismo. Além da transferéncia horizon-
tal, existem outros meios pelos quais a bactéria pode se tornar resistente. A resisténcia endo-

gena, ou seja, a resisténcia adquirida através do processo de mutagdo aleatdria e selegdo sob
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pressdo de antibidticos, também causa um impacto significativo na pratica clinica. Desta ma-
neira, bactérias do género Staphylococcus se tornaram resistentes a fluoroquinolonas, daptomi-
cina, linezolida, dentre outras.”

As fluoroquinolonas sdo agentes antimicrobianos sintéticos com ampla e potente ativi-
dade antibacteriana contra organismos gram-negativos e positivos e t€ém sido usados contra va-
rias infecgdes bacterianas, incluido as infecgdes estafilococicas. A resisténcia a fluoroquinolo-
nas ¢ mediada pelo gene norA, cujo produto ¢ uma bomba de efluxo codificada cromossomi-
camente, bastante estudada em S. aureus.t*8! Além das fluoroquinolonas (norfloxacina e cipro-
floxacina), norA também confere resisténcia a uma ampla gama de compostos estruturalmente
diferentes, incluindo biocidas (por exemplo, cetrimida, benzalconio), corantes (por exemplo,
etidio, rodaminas), puromicina e cloranfenicol. %8384

As tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina, minociclina) sdo uma classe de antimicrobia-
nos de amplo espectro usados para gerenciar e tratar varias infec¢des bacterianas, incluindo
infecgoes estafilocdcicas. Sdo classificadas como antibidticos inibidores da sintese de proteinas,
e atuam por meio da inibi¢do do crescimento e replicacdo celular. Ha uma preocupagao cres-
cente com a disseminac¢do de linhagens resistentes a estes medicamentos. Os genes envolvidos
na resisténcia a tetraciclinas sdo frequentemente carreados por elementos genéticos moveis,
como plasmideos e transposons. Os mecanismos de resisténcia a tetraciclinas podem estar re-
lacionados com alteragcdes em proteinas de prote¢do ribossomal ou por bombas de efluxo. As
alteragdes proteicas permitem que os ribossomos prossigam com a sintese de proteinas, inde-
pendentemente dos altos niveis intracelulares da droga. Ja as bombas de efluxo sdo estruturas
transmembrana capazes de expulsar os antimicrobianos para fora da célula, evitando sua morte.
Existe ainda um outro mecanismo de resisténcia que consiste na modificacdo da tetraciclina.
Todos estes mecanismos atuam reduzindo a eficicia da droga.’*%8687 Em estafilococos, os
mecanismos de resisténcia estdo relacionados com as alteragdes em proteinas de protecao ri-
bossomal, envolvendo os genes tetM, tetO, tetS e tetW, ou entdo por bombas de efluxo, codifi-
cadas pelos genes ferK, tefL, tet38 e tet42. Existe ainda outro mecanismo pouco estudado, que
é codificado pelo gene tefU 38899091

Os aminoglicosideos sao uma classe de antibidticos utilizada no tratamento de infecgdes
estafilococicas, sendo frequentemente administrados sinergicamente em combinagao com beta-
lactimicos ou glicopeptideos.”” A resisténcia aos aminoglicosideos ocorre principalmente por
meio de sua inativagdo através de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs), que
sdo codificadas por elementos genéticos.”>** Ja foram relatadas diversas classes distintas de

AMEs.” Clinicamente, os AMEs mais comuns em estafilococos sio ANT (4')-I, AAC
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(6") )YAPH(2") e APH (3')-111, que modificam aminoglicosideos de significado terapéutico, in-

cluindo tobramicina, gentamicina e canamicina, respectivamente.”®

O é&cido fusidico é um antibiotico de espectro estreito que foi usado por mais de 35 anos
para tratar infecgdes por Staphylococcus aureus. Seu mecanismo de agéo consiste na inibicéo
da sintese proteica bacteriana através da ligacdo ao fator de elongamento G (EF-G). A resistén-
cia ao acido fusidico no género Staphylococcus spp. € mediada pelos genes fusB, fusC e fusD.
Os genes fusB e fusC foram encontrados em Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-

97,98,99,100

negativos e fusD é um fator intrinseco que causa resisténcia ao acido fusidico em Sta-

phylococcus saprophyticus.”

Os macrolideos sdo um grupo de antibidticos de amplo espectro inibidores da sintese de
proteinas, sendo a azitromicina e a claritromicina as que possuem as maiores aplicagdes clini-
cas. Poucos anos apos a introducao dos macrolideos surgiram as primeiras cepas estafilococicas
resistentes. A resisténcia a macrolideos ¢ mediada pelos genes erm carreados em plasmideos,
transposons e ilhas genémicas e podem ser facilmente transferidos horizontalmente entre linha-
gens e espécies. 01102

O trimetoprim exerce seu efeito antibacteriano através da inibi¢do competitiva da dii-
drofolato redutase (DHFR), uma enzima chave na via de biossintese de acido félico. Como
consequéncia, os niveis intracelulares de folatos reduzidos se esgotam, levando a inibi¢dao do
crescimento bacteriano. O trimetoprim exibe acdo sinérgica com as sulfonamidas, uma vez que
estas também t€m como alvo a biossintese de acido folico. Esse sinergismo tem sido explorado
na combinacdo de drogas amplamente utilizada co-trimoxazol, compreendendo trimetoprima e
sulfametoxazol, que apresenta boa atividade contra S. aureus sensivel a meticilina e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA). Além disso, o cotrimoxazol foi recentemente recomendado
para o tratamento de infec¢cdes por MRSA associada a comunidade (CA-MRSA), uma vez que
as cepas causadoras dessas infec¢des sdo tipicamente sensiveis ao cotrimoxazol. 9194

Dois mecanismos distintos de resisténcia ao trimetoprim foram descritos em estafiloco-
cos, as mutagdes pontuais no gene dfrA cromossdmico e a aquisicao horizontal de determinan-
tes de resisténcia, tipicamente plasmidiais, que codificam variantes resistentes a drogas de
DHEFR (tipos S1, S2 e S3). A mutagdo de DHFR endogeno em S. aureus geralmente confere
resisténcia de nivel baixo a moderado, enquanto a expressao de DHFR adquirida horizontal-
mente confere resisténcia de alto nivel.'%

A co-colonizacdo das superficies da mucosa humana causa encontros frequentes entre

varias espécies estafilococicas, criando oportunidades para a aquisi¢do horizontal de EGMs.
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Genes de resisténcia a antimicrobianos sdo tipicamente transferidos por plasmideos conjugati-
vos e eventos de recombinagdo, enquanto a transdu¢ao mediada por fago € o mecanismo mais
comum para a mobilizacdo de genes de toxinas superantigénicas.!?19%1% Al¢m disso, o movi-
mento horizontal de ilhas gendmicas entre diferentes cepas de S. aureus desempenha um papel
ndo so relacionado a evolugdo de isolados clinicos virulentos, como também na aquisi¢do de
genes de resisténcia.!?®!'? Para identificar e caracterizar estes fendmenos, alguns métodos sdo
de extrema importancia, como por exemplo o sequenciamento do genoma total bacteriano.

A analise de dados genomicos tem contribuido significativamente na compreensao da
patogenicidade de S. aureus, no entanto as pesquisas envolvendo o sequenciamento de S. epi-
dermidis ainda s3o escassas. Andlises gendmicas usando tipagem de sequéncia multilocus
(MLST) revelam que a espécie possui um alto nivel de diversidade genética. Em 2007, Miragaia
et al. conduziram um estudo em que foram analisados 217 isolados de S. epidermidis, no qual
revelou a existéncia de nove linhagens clonais epidémicas disseminadas em todo o mundo,
sugerindo que cepas nosocomiais de S. epidermidis evoluem rapidamente de maneira dindmica
por meio de transferéncia de elementos genéticos mdveis, incluindo os relacionados a resistén-
cia, como o cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec), que pode ser facilmente trans-
portado entre diversas linhagens de Staphylococcus spp.'!!

O SCCmec ¢ caracterizado pelas diferentes combinagdes entre o complexo mec, que ¢
responsavel pela resisténcia a meticilina, € o complexo ccr, que codifica enzimas importantes
na mobilidade deste elemento genético.!'? Atualmente sio conhecidos 13 tipos diferentes de
SCCmec."3 O tamanho destes complexos pode variar conforme o seu contetido.'* Os elemen-
tos méveis SCCmec I a III sdo maiores que os demais, encontrados e associados principalmente
a infeccdes de ambientes hospitalares, por este motivo sdo especificados pela sigla HA-MRSA
(Healthcare associated methicillin resistant Staphylococcus aureus). Ja os SCCmec tipo IV e
V, sao bem menores e encontrados em ambiente comunitario, fora dos centros de saude, sendo
conhecido, portanto, como CA-MRSA (Community-acquired methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus).''>!'¢ Por ser menor, os tipos IV e V s3o mais facilmente distribuidos entre as
cepas.”! Se compararmos os HA-MRSA com CA-MRSA podemos notar algumas diferencas.
Os HA-MRSA possuem uma maior gama de genes exogenos, dentre estes estdo os genes que
conferem resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, tais como aminoglicosideos, ma-
crolideos e tetracilcina, tornando portanto, a fisiologia celular da bactéria mais complexa.'!” Ja
os CA-MRSA apresentam crescimento rapido e menor grau de resisténcia aos beta-lactamicos,
porém cepas de S. aureus que apresentam este fendtipo tendem a ser mais virulentas, pois apre-

sentam niveis mais elevados de expressdo de enterotoxinas, hemolisinas e superantigenos.!''®!1°
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Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método de genotipagem altamente discrimi-
natorio bastante utilizado na caracterizagcdo de diversos patdgenos, incluindo bactérias do gé-
nero Staphylococcus spp. Este método consiste na analise de sequéncia de fragmentos internos
de aproximadamente 450 pb de sete genes constitucionais (housekeeping). Especificamente
para S. epidermidis, os sete genes usados no esquema de tipagem séo arcC, aroE, gtr, mutS,
pyrR, tpiA e yqiL. Cada alelo recebe um numero, onde através da combinacéo de alelos dos sete
genes housekeeping é possivel classificar cada isolado com um tipo de sequéncia (ST) que
definem a origem evolutiva dos isolados, onde aqueles que compartilham mais de cinco alelos
idénticos sdo agrupados em um mesmo complexo clonal, através da comparagdo com os alelos
conhecidos em cada locus no banco de dados do MLST (http://mlst.net).*?°

Além da gendmica, técnicas atuais envolvendo protedmica tem sido utilizada para veri-
ficar a expressdo de proteinas relacionadas a patogenicidade bacteriana. A caracterizagdo do
proteoma bacteriano pode esclarecer a maioria dos mecanismos de resisténcia a antimicrobia-
nos e demais fatores de viruléncia, como por exemplo a producgdo de toxinas. As proteinas estao
entre os principais alvos moleculares ao se tratar da investiga¢ao de processos metabolicos ine-
rentes a célula bacteriana, pois atuam como enzimas, antigenos, componentes estruturais ou
receptores celulares. Além disso, a patogenicidade estafilocécica € impulsionada por uma am-
pla variedade de fatores de viruléncia, como autolisinas, coagulases, lipases e proteinas de li-
gacdo ao fibrinogénio. Esses fatores de viruléncia estdo envolvidos na colonizagdo e dissemi-

121 Novas redes funcionais em todo o proteoma podem gerar

nacdo dentro dos hospedeiros.
oportunidades interessantes para descobrir o modo de acao de vias funcionais relevantes, fatores
de viruléncia e potenciais mecanismos antimicrobianos de S. aureus.'*> A analise por MALDI-
TOF (Matrix-assisted laser desorptionionization—time off light) tem sido amplamente utilizada
na identificac¢do de linhagens bacterianas, tanto no ambito clinico, como também na classifica-
¢do precisa de micro-organismos presentes em alimentos.!?*!2* A técnica consiste em espectro-
metria de massa que permite a analise de moléculas de elevado peso molecular e de moléculas
de baixo peso, com massa inferior a 10 kDa. E uma das estratégias mais utilizadas quando se
trata de identificagdo de patdgenos através de prot€omica, pois fornece resultados analiticos
especificos, rapidos e confiaveis. A técnica de MALDI-TOF consiste na deposi¢ao de uma de-
terminada amostra em uma matriz capaz de fornecer prétons para o processo de ionizagao dos
componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia emitida por um laser, ocorre a
transferéncia de protons da matriz para os componentes da amostra e a0 mesmo tempo desen-
cadeia-se um processo de dessorcao, o que possibilita a passagem da amostra do estado solido

para o gasoso. Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos sdo direcionados para o
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analisador TOF, onde sdo acelerados através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo,
até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo, os componentes da amostra sdo separados de
acordo com suas unidades de massa atdmica por unidade fundamental de carga (m/z), chegando
ao detector em diferentes tempos.'? No entanto, atualmente as abordagens protedmicas dispde
de estratégias mais sensiveis e dindmicas no que diz respeito a caracterizagao do proteoma total
e investigacdo de fatores de viruléncia em linhagens bacterianas, como por exemplo a aborda-
gem shotgun, que ¢ bastante utilizada na analise de amostras de alta complexidade.'?

Estudos envolvendo linhagens de S. epidermidis tém revelado a presenca de genes rela-
cionados a viruléncia e resisténcia, evidenciando seu potencial patogénico, além da sua impor-
tancia como um reservatorio de genes, que podem ser transferidos para outras bactérias presen-
tes em um mesmo nicho ecologico. O genoma e proteoma de S. aureus tem sido amplamente
estudado, porém ainda mal caracterizados nas espécies de ECN e, portanto, a importancia de
sequenciar 0 genoma e proteoma de linhagens de Staphylococcus epidermidis isoladas de he-
moculturas provenientes de recém-nascidos internados em uma unidade de terapia intensiva
neonatal com o intuito de caracterizar a presenca de genes relacionados a viruléncia e resisténcia

a antimicrobianos nestes isolados clinicos.



Objetivos
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OBJETIVOS
Objetivo geral

» Sequenciar o genoma e proteoma de linhagens de Staphylococcus epidermidis isoladas de hemo-
culturas provenientes de recém-nascidos internados em uma unidade de terapia intensiva neonatal
com o intuito de caracterizar a presenca de genes relacionados a viruléncia e resisténcia a antimi-
crobianos nestes isolados clinicos.

Objetivos especificos

» Sequenciar o genoma total de linhagens clinicas de S. epidermidis

» Realizar a montagem dos genomas obtidos e compara-los com sequéncias de linhagens referéncia
de S. epidermidis, com o intuito de analisar os parametros de qualidade do sequenciamento.

» Caracterizar o fendtipo de resisténcia das cepas através de antibiogramas e compara-lo aos resul-
tados do sequenciamento

» Investigar a presen¢a de genes relacionados a viruléncia

» Sequenciar o proteoma de duas linhagens clinicas de S. epidermidis com o intuito de identificar as

proteinas relacionadas a viruléncia presentes no sobrenadante e extrato celular destas linhagens.



Metodologia
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METODOLOGIA
Amostras

As amostras estudadas foram isoladas de hemoculturas provenientes de recém-nascidos
(RN) internados na Unidade de Tratamento Intensivo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (HCFMB, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), e armazenadas no Acervo de
Culturas do Setor de Microbiologia e Imunologia, pertencente ao Departamento de Ciéncias
Quimicas e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias de Botucatu (UNESP). Para este estudo fo-
ram selecionadas duas linhagens de S. epidermidis, devido aos resultados provenientes de ana-
lises anteriores feitas em nosso grupo de pesquisa que revelaram um significativo potencial

patogénico.
Dados demograéficos e clinicos do RN

As duas linhagens de S. epidermidis selecionadas para este estudo sdo provenientes de
hemoculturas de recém-nascidos (RNs) da UTIN do Hospital das Clinicas de Botucatu

(UNESP). A Tabela 3 apresenta as caracteristicas dos dois RNs.

Tabela 3. Caracteristicas dos recém-nascidos com hemocultura positiva para S. epidermidis

Linhagens
H-295/96 H-802/93
Sexo feminino masculino
Idade 38 31-36
Gestacional
(semanas)
Peso ao nascer 3400 g 2200 ¢
(gramas)
Quadro clinico Abcesso cerebral Pneumonia e
enterocolite necrosante
Evolugéo/ldade Alta/50 dias Obito/50 dias
Dreno sim sim
Ventilagdo mecénica ndo néo
Nutricdo parenteral ndo néo




Cultivo e identificacéo fenotipica

As duas linhagens foram semeadas em placas de agar sangue e incubadas por 24h a 37°C
e em seguida as colbnias isoladas foram submetidas a coloracdo de Gram para caracterizacdo
de sua morfologia e coloracdo especificas. Em seguida, foram feitos os testes de catalase, coa-
gulase em tubo e os testes para confirmagcéo da identificagdo fenotipica dos isolados.?’
Identificacdo genotipica

Colonias isoladas foram cultivadas em caldo BHI e incubadas por 24h a 37°C, para ex-
tracdo do DNA gendmico total, utilizando o Kit Illustra (GE Healthcare, Chicago, Illinois, Uni-
ted States) seguindo as instruc6es do fabricante.

O DNA da amostra foi utilizado em sua identificacdo genotipica, realizada através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers direcionando sequéncias

conservadas de Staphylococcus epidermidis, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Primers utilizados na identificacdo genotipica de Staphylococcus epidermidis.

Identificac@o de Staphylococcus epidermidis

Primers Sequéncia de nucleotideos 5°- 3’ Tamanho

SE-1  ATC AAA AAG TTG GCG AACCTT TTC A .
124 p

SE -2 CAA AAG AGC GTG GAG AAAAGT ATCA

Referéncia: Martineau et al., 199612

Sequenciamento de nova geragdo (NGS)

As concentragfes do DNA das duas linhagens foram quantificadas através de fluorome-
tria (Qubit® 2.0, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) utilizando o kit de
quantificagdo de DNA Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) de acordo
com as normas do fabricante.

O DNA purificado das duas linhagens foi preparado para sequenciamento usando o Nex-
tera XT DNA Library Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA), com indexacdo Nextera XT
Index Kit v2 (Illumina, San Diego, CA, USA). As bibliotecas foram quantificadas utilizando o
KAPA Library Quantification Kit (Roche) e foram carregadas para corrida no Miseq system em

modo de corrida paired-end 2x250 ciclos.



Andlise Bioinformatica

Os reads brutos de cada linhagem foram analisados com a ferramenta FastQScreen para
verificar a presencga de contaminantes nas amostras. Em seguida foram utilizados os softwares
TrimGalore e FastQC para remover adaptadores de contaminantes e determinar o corte de qua-
lidade de leitura (qv>20). A montagem dos contigs foi feita com o software SPAdes e em
seguida realizada a montagem dos scaffolds utilizando a ferramenta MEDUSA.. Para a anotacdo

do genoma foi utilizado o software Prokka.

A andlise filogenética foi realizada utilizando o método de tipagem Multilocus Sequence
Typing (MLST) analisados com a ferramenta MLST 2.0. Em seguida, para pesquisar fatores de
viruléncia, foi utilizada a ferramenta VFDB (Virulence factors of Pathogenic Bacteria). Os
parametros de qualidade da montagem foram feitos com o software QUAST. Foi realizada uma
busca por plasmideos com a ferramenta PlasmidFinder, e uma busca por genes de resisténcia

com a ferramenta CARD.

Foram geradas imagens através do software BRIG (BLAST Ring Image Generator) com
o intuito de comparar as linhagens clinicas sequenciadas com linhagem referéncia de S. epider-
midis depositada no GenBank (ATCC 14990, CP035288.1), além de evidenciar a localizacéo

de genes de viruléncia e resisténcia.
Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Os isolados foram submetidos a testes de suscetibilidade antimicrobiana pelo método de
difusdo em disco, com discos impregnados conforme determinagdes do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI).12%130 As drogas utilizadas foram escolhidas de acordo com os re-
sultados obtidos no sequenciamento. A atividade do antimicrobiano foi avaliada pelo didmetro

do halo de inibicdo através de interpretacdo em base das normas estabelecidas pelo CLSI.
Protebmica
Extracéo de proteinas

Duzentos microlitros (200 uL) do tampéo de lise (Uréia 8 M, NaCl 75 mM, Tris-HCI 25
mM pH 8, MgCI2 2 mM, Inibidor de Protease Roche 1x, Benzonase 1 U) foram adicionados
em cada amostra, as quais foram em seguida submetidas ao equipamento Sonics Vibra-Cell
VCX-600 Ultrasonic Processor utilizando 5 pulsos de 1 minuto (25 kHz de poténcia/20% am-
plitude) com intervalo de 1 minuto entre os pulsos. Ao final deste processo de extracdo meca-

nica, as amostras foram centrifugadas a 14.000g por 30 minutos e os sobrenadantes foram



coletados.
Quantificacdo de proteinas

As proteinas presentes nas amostras foram quantificadas pelo método de Bradford®!,
utilizando o kit BioRad® Protein Assay (cod. 500-0001), tendo albumina bovina (BSA), como
proteina padrao.

Eletroforese unidimensional

O controle de qualidade das extracdes de proteinas foi realizado por meio da estratégia
de eletroforese unidimensional, sob condig¢fes desnaturantes em sistema vertical (Mini VE, GE
Healthcare, Uppsala, Suécia) de acordo com Laemmli, 197032, O gel de separagéo a 12% (m/v)
e de empilhamento a 5% (m/v) de poliacrilamida foram utilizados para separacéo das proteinas.
Foram utilizados 100ug/10uL de proteina total de cada amostra por pogo, diluida (1:5) em
tampéo de corrida, contendo TRIS-HCI 60 mM, pH 6.8, 50% (v/v) glicerol, 2% (m/v) SDS, 23
mM 2-mercapetanol e 0,1% (m/v) azul de bromofenol. As amostras foram homogeneizadas e
submetidas & 70°C em banho seco durante 7 minutos. Foi usado um marcador de massa mole-
cular (Low Molecular Weight Markers, 96-14,4 kDa, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) para
monitorar a corrida. A separacao proteica foi efetuada sob amperagem constante (15 mA/gel) e
voltagem aberta (maximo de 300V). Os géis foram corados com Coomassie coloidal G-250 e

posteriormente, armazenados em acido acético 10% (v/v).
Digestdo Enzimética das proteinas em solucéo

Primeiramente, 50ug de proteinas totais de cada amostra foram diluidas em 60uL de
bicarbonato de amo6nio 50 mM e em seguida, 25uL do surfactante Padrdo RapiGest SF (codigo
186001861, Waters) foram adicionados as amostras, as quais foram incubadas a 37°C por 60
minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas as etapas de redugdo e alquilacédo, utili-
zando DTT 10 mM e iodoacetamida 45 mM, respectivamente. A digestdo enzimatica em solu-
cdo foi realizada por meio da enzima tripsina na concentracdo 1:100 (enzima: amostra) solubi-
lizada em tampé&o bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7.8. A hidrolise ocorreu durante 18 horas
e foi interrompida com a adi¢ao de 10uL de acido formico 5% (v/v). As amostras foram incu-
badas por 90 minutos a temperatura ambiente e posteriormente, centrifugadas a 14.000g a 6°C
por 30 minutos. O sobrenadante foi removido para um tubo novo. Os digestos tripticos contidos
em cada amostra foram submetidos as colunas de dessalinizagdo Peptide Cleanup C18 Spin

(codigo 5188-2750 Agilent Tecnologies) segundo as recomendacdes do fabricante.



Sequenciamento peptidico por espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um equipamento
de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Germering, Germany) acoplado a um
equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Ger-
many). As fases madveis utilizadas foram: A) acido formico 0,1% [v/v] em agua LCMS e B,
acido foérmico 0,1% [v/v] em acetonitrila 80% [v/v]. Os peptideos foram carregados em uma
pré-coluna C18, 30um x 5mm (Cddigo 164649, ThermoFisher Scientific), e dessalinizados num
gradiente isocratico de 4%B por 3 minutos a um fluxo de 300 nL/min. Em seguida, os peptideos
foram fracionados por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-AQ, 3um, 120 A, 105mm, C6-
digo 1PCH7515-105H354-NV, PICOCHIP) utilizando um gradiente linear de 4-55%B por 30
min, 55% a 90%B por 1 min, mantido a 90%B por 5 minutos e reequilibrado a 4%B por 20
minutos a um fluxo de 300 nL/min. A ionizacao foi obtida utilizando uma fonte Nanospray ion
source (PICOCHIP). O modo de operacdo foi ionizagdo positiva utilizando o método DDA. Os
espectros MS foram adquiridos de m/z 200 a m/z 2000, resolucéo de 70.000 e 100 ms de tempo
de injecdo. A cdmara de fragmentacéo foi condicionada com energia de colisdo entre 29 a 35%
com resolucéo de 17.500, 50 ms de tempo de injecdo, 4,0 m/z de janela de isolamento e exclusédo
dindmica de 10s. Os dados de espectrometria foram adquiridos por meio do software Thermo

Xcalibur (versdo 4.0.27.19, ThermoFisher Scientific Inc.).
Analise dos dados

Os dados brutos de espectrometria de massas no formato RAW foram submetidos ao
software PatternLab [versdo 4.0.0.84]'* para a obtencdo da identificacdo das proteinas. Os
principais pardmetros utilizados nesta ferramenta foram: banco de dados UNIPROT (Taxonomy
Staphylococcus); enzima tripsina; permissdo de 2 clivagens perdidas; modificacao pés-traduci-
onal carbamidometilacéo dos residuos de cisteinas; modificacdo pds-traducional variavel oxi-
dacdo dos residuos de metionina; erros de tolerancia MS e MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de

FDR (False Discovery Rate) maxima foi considerada de < 1%.



Resultados
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RESULTADOS
Sequenciamento NGS
Montagem do genoma

A montagem dos contigs com a ferramenta SPADES revelou 105 contigs para a linha-
gem H-295 e 281 contigs para a linhagem H-802. A montagem dos scaffolds atraves da ferra-
menta MEDUSA resultou em 33 scaffolds para a linhagem H-295/96 e 188 scaffolds para a
linhagem H-802/93. Os parametros de qualidade obtidos atraves do software QUAST estdo
descritos na Tabela 5:

Tabela 5. Parametros de qualidade da montagem dos genomas das linhagens H-295/96 e H-802/93
quando comparados a linhagem referéncia ATCC14990 (GenBank: CP035288.1).

Parametros ATCC 14990 H-295/96 H-802/93

Tamanho do genoma (bp) 2466502 2630095 2489244

Genoma alinhado @ - 2324037 2262874
Numero de genes 2370 2220 2165

Porcentagem do genoma sequenciado em

relaciio a referéncia (%) 93917 91,089

G+C (%) 32,25 32,03 31,91

A representacdo do genoma circular foi realizada através do software BRIG (BLAST
Ring Image Generator), cuja imagem de saida mostra a semelhanca entre uma sequéncia de
referéncia central de S. epidermidis (ATCC14990, GenBank: CP035288.1) e das duas linhagens
clinicas sequenciadas como um conjunto de anéis concéntricos, além de uma escala indicativa

do percentual de identidade entre as linhagens clinicas e a linhagem referéncia (Figura 1).
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A faixa circular mais interna (em preto) evidencia a similaridade de tamanho entre o
genoma referéncia (2466502 bp) e as duas linhagens sequenciadas. Movendo-se para fora, a
faixa circular verde e roxa representa o contetdo de GC. Por fim, as duas faixas externas repre-

sentam os genomas das linhagens clinicas H-295/96 (azul claro) e H-802/93 (azul escuro).

H295

7] 100% identity
70% identity
50% identity

H802

B 100% identity

[ 70% identity
50% identity

~ /" 2000 kbp

| Staphylococcus epidermidis
_ 1800 kbp 2466502 bp

\ 1600 kbp

Figura 1: Mapa gendmico representativo das linhagens H-295/96 e H-802/93 quando
comparadas a uma linhagem referéncia de S. epidermidis ATCC14990 (GenBank: CP035288.1).
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Busca por genes de resisténcia

A busca por genes de resisténcia com a ferramenta CARD revelou um perfil de resistén-
cia semelhante entre as duas linhagens sequenciadas, que inclui genes relacionados a resisténcia
a tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacina, cefoxitina e oxacilina, penicilina G, cefotaxime e
trimetropim. O gene tet(K) que confere resisténcia a tetraciclina, fusB, que confere resisténcia
ao acido fusidico e ermC (eritromicina/clindamicina) foram identificados apenas na linhagem
H-295/96. A Tabela 6 mostra os genes de resisténcia identificados nas duas linhagens, bem
como a localizagdo destes genes nas amostras sequenciadas e em duas linhagens referéncia de
S. epidermidis (RP62A e ATCC14990).



Tabela 6. Genes identificados nas linhagens H-802/93 e H-295/96 de Staphylococcus epidermidis relacionados a resisténcia a antimicrobianos, e

sua localizagdo no genoma (start codon-stop codon) comparada a linhagens referéncia de S. epidermidis.

Localizagio do gene
Antimicrobianos Genes Produto S. epidermidis S. epidermidis
H-295/96 H-802/93 RP62A ATCC 14990
repressor de resisténcia a A6r1r 2574428-
mecl meticilina tipo mecA Mecl 45842-46213 2574799
. - sensor beta-lactimico/transdutor 2574799-
Cefoxitina/Oxacilina mecR1 de sinal MecR1 44085-45842 - 2576556 T
A g1 - 1898443-
mecA proteina 2' de ligacdo a penicilina ~ 41979-43985 3045-5051 572719-573441 1899165
Tetraciclina tet(K) proteina de efluxo de tetraciclina  727997-729376 - seemeem e
: . . 190509- 2110842-
Ciprofloxacino norA bomba de efluxo multidrogas 504279-505442 191804 352474-353637 2112005
aac(6')-le- 1614064-
ap h?Z’)Q— Jo  aminoglicosideo acetiltransferase 400-1839 526-1965 1615503
Gentamicina Kanamicina nucleotidiltransferase
ant(4')-1b

259-1029



aminoglicosideo fosfotransferase

30

, 126568-
aph(3)-tla 127362
2258721-
SusA mutagdes no fato(gJ de alongamento - e 194988-197069 5 che0n
Acido fusidico
proteina de ligagdo ao zinco de 2
JusB dominios T
247406-248047 - -
ermC 1038-1772 - e e
. - Metiltransferase
Eritromicina ou
Clindamicina . 1253251-
Metiltransferase —  _____ . ie22etm
ermA 1253982
o 198124- 1526929- 955026-
Penicilina G blaZ B-Lactamase 9948-10793 198969 1527774 955871
301679-
302164
. : . 1207912- 1016993- 1450672-
Trimetoprim dfirC diidrofolato redutase 1208397 635544 1017478 1451157
636029
. : : 183282- 2609812-
Quinolonas 2B subunidades da DNA girase 101945-103876 185213 2611743




O software BRIG (BLAST Ring Image Generator) foi utilizado para gerar um grafico

circular representando a localizagdo dos genes de resisténcia. A Figura 2 mostra 0s genes de
resisténcia das linhagens H-295/96 (em vermelho) e H-802/93 (em azul)

Os genes escritos em vermelho pertencem a linhagem H-295/96: ant(4°)-1b; aac(6’)-le-
aph(2’)-la; ermC; PC1 beta-lactamase (blaZ); mecA; mecR1; mecl; gyrB; fusB; norA e tet(K)

e dfrC. Os genes escritos em azul pertencem a linhagem H-802/93: 44C(6°)-le-APH(2"’)-1a
mecA, APH(3’)-llla; norA; PC1 beta-lactamase (blaz) e dfrC

H295
(i 0/ i i
. ErmC I 100% identity
AAC(6')-le-APH(2")- |: 70% identity
me
AAC(6)Ie APH(2")la \ F’C1 beta-lactamase (blaZ) 50% identity
-Ib_ — — N/
H802

B 100% identity
. 70% identity

“-norA 50% identity
_~-PC1 beta-lactamase (blaZ)

__norA

it

Staphylococcus epidermidis
2466502 bp

1800 kbp

ke

e

. ——dfrC

fnddljuly

0',

]
/

b
r

/ 3 ; -"tet(K)
\ 1600 kbp ‘

1400 kbp

1200 kbp

% /‘/74,7145, ﬁ,lww i, “Mh_\\{\h .

dfic

Figura 2: Viséo geral dos genomas das linhagens H-295/96 (em vermelho) e H-802/93 (em
azul) evidenciando a localizac&o de genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos
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Teste de susceptibilidade antimicrobiana

As drogas utilizadas na realizacdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana foram
escolhidas frente aos genes de resisténcia encontrados no sequenciamento de nova geracao
(NGS) apresentados na Tabela 6. Os resultados revelaram a expressdo dos genes de resisténcia
detectados nas linhagens estudadas para a maioria dos antimicrobianos testados no teste de
disco difusdo, com excecao do acido fusidico na linhagem de S. epidermidis H-295/96 e da

ciprofloxina das duas linhagens estudadas.

Tabela 7. Comparacado dos perfis fenotipicos de susceptibilidade antimicrobiana de linhagens
H-802/93 e H-295/96 de Staphylococcus epidermidis e seus genes associados detectados no

sequenciamento de nova geracdo (NGS).

Linhagens de S. epidermidis

H-295/96 H-802/93
Antimicrobianos Genes
Presenca Disco Presenca Disco
do gene e~ do gene e~
. difusao . difusao
associado associado
mecl + e e e
Cefoxitina/ mecR1 S T e
Oxacilina Sensivel/
Resistente/ v
mecA + . +
Resistente .
Sensivel
Tetraciclina tet(K) + Resistente - Sensivel
Ciprofloxacina norA + Sensivel + Sensivel
aac(6')-le- . .
+ +
aph(2")-Ia Resistente Resistente
Gentamicina ant(4')-1b + Resistente = -—--—- | = -
aph(3')-1lla
------------ + Resistente



Acido fusidico

Eritromicina/
Clindamicina

Penicilina G
Trimetoprim

Ciprofloxacina

fusA

fusB

ermC

ermA
blaZ
dfrC

gyrB

Sensivel

Resistente/
Resistente

Resistente

Resistente

Sensivel

Sensivel

Sensivel/

Sensivel

Resistente

+

Sensivel
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Multilocus sequence typing (MLST)

Os resultados relacionados a tipagem de sequéncia multilocus (MLST) da linhagem de
S. epidermidis H-802/93 revelaram 100% de identidade com os locus arcC (alelo 3), aroE (alelo
29), gtr (alelo 5), mutS (alelo 5), pyrR (alelo 3) e yqgiL (alelo 4), e 99,7642% de identidade com
o locus tpiA (alelo 4), indicando como sequence type (ST) mais préximo o ST369. Como ndo
foi encontrado 100% de identidade com o gene tpiA, esses resultados podem indicar um novo

alelo.

Center for Genomic Epidemiology

Home Services Instructions Output

MLST-2.0 Server - Results

mist Profile: sepidermidis

Organism: Staphylococcus epidermidis
Sequence Type: 369*

Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length Gaps Allele
arcC 100 100 465 465 0 arcC_3
aroE 100 100 420 420 0 aroE_29
gir 100 100 438 438 0 grr_5
mutS 100 100 412 412 0 mutS_5
pyrR 100 100 428 428 4] pyrR_3
tpiA 99,7642 100 424 424 0 tpiA_d4°
ygiL 100 100 416 416 0 ygiL_4

Notes: ® alleles with less than 100% identity found

* tpiA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.

Figura 3: Tipagem de sequéncia multilocus (MLST) da linhagem clinica H-802/93 obtida a
partir da analise dos dados de sequenciamento Illumina.
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Os resultados relacionados a tipagem de sequéncia multilocus (MLST) da linhagem de
S. epidermidis H-295/96 revelaram 100% de identidade com os locus arcC (alelo 7), aroE (alelo

1), gtr (alelo 2), mutS (alelo 2), pyrR (alelo 4) e tpiA (alelo 1) e yqiL (alelo 1), confirmando a

linhagem como S. epidermidis ST2.

Center for Genomic Epidemiology

Services Instructions

MLST-2.0 Server - Results
mist Profile: sepidermidis
Organism: Staphylococcus epidermidis

Sequence Type: 2

Figura 4: Tipagem de sequéncia multilocus (MLST) da linhagem clinica H-295/96 obtida a
partir da analise dos dados de sequenciamento Illumina.

Busca por genes de viruléncia atraves da ferramenta VFDB

Os resultados das duas linhagens clinicas revelaram a presenca de genes de viruléncia
relacionados a aderéncia, como o gene atl, codificante da autolisina, além de genes relacionados
a proteinas associadas a parede celular e capazes de se ligar a fibronectina (ebh), elastina (ebp)
e fibrinogénio (sdrG). A ferramenta também revelou genes relacionados a enzimas (cisteina
protease (sspB), lipase (geh e lip), serina V8 protease (sspA) e termonuclease (nuc)), evasao
imune (Capsula de acido poliglutamico capB e capC), além da toxina beta-hemolisina (hlb).
Apenas a linhagem H-802/93 apresentou genes relacionados ao sistema de secrec¢éo do tipo VII
(esaG, essB, essC, esxA), enquanto a linhagem H-295/96 apresentou genes codificantes de ade-
sinas intercelulares (genes icaA, icaB, icaC e icaR), diretamente relacionados a producédo de

PIA importante na formacao de biofilme em S. epidermidis. (Tabelas 8 e 9).



Tabela 8. Fatores de viruléncia da linhagem H-802/93
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Classe Fator de viruléncia Gene
Autolisina atl
Proteina de ligagao a fibronectina ebh
Aderéncia
Proteina de ligacdo a elastina ebp
Proteinas de ligagdo ao fibrinogénio sdrG
Cisteina protease sspB
Lipase geh, lip
Enzima
Serina V8 protease SSpA
Termonuclease nuc
Evasdo imune Capsula de acido poliglutdmico (Bacillus) capB, capC

Sistema de secregao

Sistema de secregao tipo VII

esaQG, essB, essC,

esxA
Toxina Beta hemolisina hlb
Tabela 9. Fatores de viruléncia da linhagem H-295/96
Classe Fator de viruléncia Gene
Autolisina atl
Proteina de ligagdo a fibronectina associada a ebh
parede celular
Aderéncia Proteina de ligagdio a elastina ebp
Adesina intercelular icaA, icaB, icaC, icaR
Proteinas de ligagdo ricas em Ser-Asp sdrF, sdrG, sdrH
Cisteina protease sspB
Lipase geh, lip
Enzima
Serina V8 protease SSpA
Termonuclease nuc
Evasiao imune Cépsula de acido poliglutdmico (Bacillus) capB, capC
Toxina Beta hemolisina hlb

O software BRIG (BLAST Ring Image Generator) foi utilizado para gerar um grafico
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circular representando a localizacdo dos genes de viruléncia. A Figura 5 mostra os genes de

viruléncia das linhagens H-295/96 (em vermelho) e H-802/93 (em azul).
H295
I 100% identity

70% identity
50% identity

l n\\ ‘, / g?h sdrF
s H802
: " B 100% identity
70% identity
50% identity

ebh ebp sdrG gehpp

v\“\'

600 kbp

Staphylococcus epidermidis

2466502 bp

'ﬁ"’?

e - —

/ e T

sspB . = N PR
lip esXA es2A essA essB esSC

Figura 5: Viséo geral dos genomas das linhagens H-295/96 e H-802/93 evidenciando a
localizacdo de genes relacionados a viruléncia. Os genes escritos em vermelho pertencem a
linhagem H-295/96: ebh, ebp, hlb, geh, sdrF, capB, sdrH, sdrG, icaA, icaB, icaC, sspB, nuc,

SSpA, icaR, lip e atl. Os genes escritos em azul pertencem a linhagem H-802/93: sdrG, geh,
hlb, esaG, sspA, capB, capC, nuc, essC, essB, essA, esaA, esxA, lip, sspB, atl, ebh e ebp.
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Busca por Plasmideos

Foi realizada uma busca por plasmideos nas duas linhagens utilizando a ferramenta Plas-
midFinder. A analise da linhagem H-802/93 apresentou identidade de 100% com o plasmideo
rep7a, 94,8% com rep20 e 91,46% com rep5d. As posi¢cdes em que estdo inseridos, bem como

0s nimeros de acesso correspondentes sdo mostrados na Figura 6:

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Gram Positive,Enterobacteriaceae

Rep_trans

| Plasmid | identity | Query/Templatelength |  Contig | Positionincontig | Note | Accession number |

RepA_N

[ Plasmid | identity | Query/Templatelength | Contig | Positionincontig | Note | Accession number |

| Plasmid_|_identity | _Query / Templatelength | _Contig _| Positionincontig | _ Note ] Accession number

Figura 6: Resultado da busca por plasmideos na linhagem H-802/93 obtidos através da

ferramenta PlasmidFinder.

A andlise da linhagem H-295/96 resultou na presenca de 6 plasmideos, cujas porcenta-
gens de identidade, posicGes em que estdo inseridos e nimeros de acesso correspondentes sao

mostrados na Figura 7:

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Enterobacteriaceae,Gram Positive

Rep1

| Plasmid | identity | Query / Template length | __Contig _] Positionincontig | ___Note ____| Accession number |

rep22 99.9 1005 / 1005 Scaffold_8 3643..4647 repB(pAMalphat) AF503772

RepL
| Plasmid | identity | Query/Templatelength |  Contig | Positionincontig | _ Note | Accession number |

Rep_trans

| Plasmid | identity | Query / Template length Positionincontig | Note | Accession number |

rep7a 91.96 597 /1597 Scaffold_7 736632..737227 repl(pGB354) SAU83488

RepA N
| Plasmid | Identity | Query/Template length | _Contig | Positionincontig | ____Note | Accession number |
rep40 99.12 1254 /1254 Scaffold_7 725577..726830 repA(SAP106A) GQ900454

Figura 7: Resultado da busca por plasmideos na linhagem H-295/96 obtidos através da

ferramenta PlasmidFinder.



39

Protebmica
Eletroforese Unidimensional: Controle de qualidade das proteinas

A Figura 8 mostra a imagem digitalizada do gel SDS-page resultante da eletroforese
unidimensional, evidenciando a integridade das proteinas e os perfis protedmicos dos sobrena-

dantes de trés linhagens referéncia de S. aureus e das duas linhagens clinicas de S. epidermidis
estudadas.

SOBRENADANTES DIALIZADOS

Linhagens referéncia de Linhagens clinicas de
Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
A A
Ladder ’ ATCC ATCC \ { \
ATCC
(kDa) USA300 13565 43300 H-295/96 H-802/93

-

97.0
66.0

45.0

30.0

201

14.4

Figura 8: Gel SDS-page resultante da eletroforese unidimensional dos sobrenadantes
dializados
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A Figura 9 mostra a imagem digitalizada do gel SDS-page resultante da eletroforese

unidimensional evidenciando os perfis protedmicos do extrato celular de duas linhagens clini-

cas de S. epidermidis (1 e 2) e de trés linhagens referéncia de S. aureus (3, 4 € 5).

Ladder ~
(kDa)

97.0
66.0
45.0

30.0

20.1

14.4

Extrato de células

3 4 5

Linhagens clinicas de
S. epidermidis

1. H-295/96
2. H-802/93

Linhagens referéncia de
Staphylococcus aureus

3. USA 400
4. ATCC 13565

5. ATCC 43300

Figura 2: Gel SDS-page resultante da eletroforese unidimensional do extrato de células

Proteinas encontradas no extrato celular

A analise do extrato celular das linhagens H-295/96 e H-802/93 foram encontradas pro-

teinas relacionadas a patogénese e viruléncia, validando alguns resultados obtidos através do

sequenciamento. Foram encontradas nas duas linhagens as proteinas SspA (serina v8 protease)

e SspB (cisteina protease), que atuam como enzimas proteoliticas contribuindo para a coloni-

zacao e infec¢do dos tecidos do hospedeiro. Também foi encontrada nas duas linhagens a pro-

teina AtIE referente a autolisina bifuncional, validando o resultado do sequenciamento. Além

disso foram encontradas as exoproteinas SsaAl e IsaA. O antigeno secretorio estafilococico

SsaA ¢ uma proteina imunogénica secretada para o meio extracelular que estd relacionada a

patogénese estafilocdcica, assim como a transglicosilase IsaA, capaz de clivar o peptideogli-

cano. A relagdo completa das proteinas encontradas no extrato celular das duas linhagens estédo
listadas na Tabela S1 e S2 presente nos anexos.
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Proteinas encontradas no sobrenadante

A analise do sobrenadante das linhagens H-295/96 ¢ H-802/93 identificou a presenca de
modulinas soltveis em fenol (PSMs). Na linhagem H-295/96 foram encontradas as modulinas
soltveis em fenol beta 1 e alpha, enquanto na linhagem H-802/93 foi encontrada apenas a mo-
dulina soltvel em fenol betal. Nas duas linhagens foram encontradas a cisteina protease extra-
celular (EcpA), autolisina bifuncional (Atl) e glutamil endopeptidase (GseA). A relacdo com-
pleta das proteinas encontradas no sobrenadante das duas linhagens estéo listadas na Tabela S3

e S4 presente nos anexos.



Discussdo
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DISCUSSAO

Os parametros de qualidade referentes a montagem dos genomas das linhagens H-295/96
e H-802/93 foram comparados com a linhagem referéncia ATCC 14990, indicada pelo Genbank.
O tamanho do genoma das duas linhagens foi de 2630095 bp para H-295/96 e 2489244 bp para
H-802/93, valores condizentes com o tamanho da linhagem referéncia (2466502 bp). O numero
de genes identificados em H-295/96 foi 2220 e em H-802/93 foi 2165, préximos ao numero de
genes da linhagem padréo (2370 genes). Da mesma forma, o contetdo de GC das duas linhagens
se manteve em conformidade com a linhagem de referéncia, em torno de 32%. Esses valores
sugerem gue o sequenciamento das duas linhagens resultou em dados concordantes quando com-
parados a linhagem referéncia ATCC 14990, e também a linhagem RP62A sequenciada por Gill
em 20058, que tem um tamanho de 2626530 pb, 2490 genes e contetido GC de 32,1%.

As duas linhagens clinicas sequenciadas apresentaram um perfil de resisténcia a antimi-
crobianos bastante semelhante entre si, composto por genes de resisténcia a beta-lactamicos, gen-
tamicina, fluoroquinolonas, aminoglocosideos, quinolonas e trimetropim. A imagem de saida
gerada pelo software BRIG (BLAST Ring Image Generator) mostra a localizacdo dos genes de
resisténcia nas duas linhagens sequenciadas. Na linhagem H-295/96, os genes ant(4’)-1b;
aac(6’)-le-aph(2”’)-1a; ermC e PC1 beta-lactamase (blaZz) estdo localizados na mesma regiéo do
genoma. O mesmo ocorre com 0s genes mecA; mecR1; mecl e gyrB. Ja os genes fusB, norA e
tet(K) e dfrC encontram-se isolados e em regides distintas ao longo do genoma.

Em S. aureus, a resisténcia a beta-lactdmicos teve inicio com a aquisi¢do do gene blaZz,
codificador de uma beta-lactamase capaz de tornar a bactéria resistente as penicilinas. Em se-
guida, a deteccdo do gene mecA, codificante de uma proteina de ligacéo a penicilina (PB2a) com
afinidade reduzida para praticamente toda a classe de antibidticos beta-lactamicos. A transcricao
dos genes blaZ e mecA pode ser controlada por genes indutores (blaR1 e mecR1) e repressores
(blal e mecl). A linhagem H-295/96 apresentou os trés genes relacionados a resisténcia a meti-
cilina, mecA, mecR1 e mecl, enquanto em H-802/93 foi identificado apenas o gene mecA, sem a
presenca do indutor mecR1 e repressor mecl. O gene blaZ foi encontrado nas duas linhagens. Em
2011, em estudo conduzido por Milheirico et al. avaliou a variabilidade alélica do locus bla em
linhagens de S. aureus com o intuito de tentar estabelecer correlagdes evolutivas entre os alotipos
bla e os fendtipos de resisténcia a beta-lactamicos (MRSA e MSSA), sugerindo que os genes bla
podem exercer um papel na aquisicao, estabilizacéo e regulacdo do gene mecA, elemento central
da resisténcia a beta-lactamicos de “amplo espectro”.1%*

Foram realizados testes fenotipicos de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de
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difusdo em disco, utilizando as drogas relacionadas aos genes encontrados no sequenciamento.
O fendtipo de resisténcia a beta-lactamicos, mediado pelo complexo mecA, mecl, mecRI e blaZ
foi testado utilizando oxacilina, cefoxitina e penicilina G. A linhagem H-802/93 apresentou sen-
sibilidade a cefoxitina, oxacilina, mesmo sendo portadora do gene mecA. Por outro lado, apre-
sentou fenotipo resistente a penicilina G, corroborando com a identificacdo do gene blaZ em seu
sequenciamento.

A presenca do gene mecA na linhagem clinica de S. epidermidis (H-802/93), em que néo
foram identificados os genes mecR1e mecl, e cujo fenétipo foi sensivel no teste disco-difuséo
sugere a ocorréncia de mutagdes no complexo mecl-mecRI envolvidos na regulagao da trans-
cricao do gene mec.313% O surgimento de cepas sensiveis a oxacilina, fenotipicamente, porém
positivas na pesquisa do gene mecA para PCR (Oxacillin- susceptible MRSA - OS-MRSA) tem
intensificado a dificuldade terapéutica das infec¢des estafilococicas. Essas cepas, descritas pri-
mariamente por Kampf et al. (2003), com microrganismos provenientes de trés hospitais
germanicos entre anos de 1995 e 1996, embora amplifiguem o gene mecA, ao teste fenotipico se
mostram sensiveis & oxacilina, como valores de CIM < 2 pg/mL.**" Essa queda para a CIM de
oxacilina nao esta totalmente estabelecida, pode ser explicada pela repressao ou baixa expressao
do gene mecA, aquisi¢ao de elementos genéticos moveis como a 1S1272, ou mutagdo em pro-
teinas envolvidas na sintese de parede, como o complexo fem XAB e murE ou no complexo mecl-
mecRI envolvidos na regulagao da transcrigio do gene mec.3>1%8136 O fato de esse isolado apre-
sentar um baixo valor de CIM para oxacilina faz com que os clinicos objetivem o descalonamento
da terapia, como estabelecido pelos programas de manejo eficiente dos antimicrobianos (ste-
wardship), ocasionando falha terapéutica, emergéncia de resisténcia e, podendo até, levar o pa-
ciente a 6bito.**

Os resultados do sequenciamento também revelaram a presenca de genes de resisténcia
aos aminoglicosideos, mediada pelos genes aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(3")-1lla e ant(4")-1b. A li-
nhagem H-802/93 apresentou 0s genes aac(6')-le-aph(2")-la e aph(3')-llla com fendtipo resis-
tente & gentamicina. A linhagem H-295/96 também apresentou fendtipo resistente a gentamicina,
e em seu sequenciamento foi identificado os genes aac(6')-le-aph(2")-la e ant(4')-Ib. A principal
forma de resisténcia se deve a aquisigao de genes de resisténcia que codificam enzimas modifi-
cadoras de aminoglicosideos que podem ser fosfotransferases (fosforilam a molécula de amino-
glicosideo a partir de ATP), acetiltransferases (acetilam a molécula a partir de acetil-CoA) ou
nucleotidiltransferases (adiciona molécula de adenina, também proveniente de ATP). O aac(6’
)-le-aph(2”)-1a codifica uma enzima bifuncional que possui ambas atividades de acetilacao e

fosforilagao da molécula do antibiotico. Esse gene € resultante da fusao de dois genes ancestrais
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e desencadeia resisténcia a um amplo espectro de aminoglicosideos incluindo gentamicina, to-
bramicina, amikacina, kanamicina. Este gene tem sido identificado em Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e varios Streptococcus spp, bem como em Enterococcus spp. € pode
ser localizado em transposon e plasmideos. Mais de 90 % dos isolados clinicos que possuem
resisténcia a este grupo, possuem este gene € menos de 10% possuem aph(2”)-Ic; aph(2”)-1d;

aph(2”)-1b; ant(4’)-1a; aph(3”)-Illa e aac(6’)-1i.'"*°

EGMs carregando genes de resisténcia a antibioticos foram adquiridos por Staphylococ-
cus aureus em varias ocasifes independentes. A resisténcia a penicilina (blaz), trimetoprim
(dfrC), eritromicina (ermC), clindamicina (ermC constitutivamente expressa) e tetraciclinas
(tetK) foram identificadas em sequéncias de insercdo, transposons e as vezes plasmideos em
MRSA e MSSA,**! e nossos resultados revelam a presenca concomitante desses genes em S.
epidermidis, provavelmente refletindo as fortes pressdes seletivas dentro do ambiente hospitalar
e a co-colonizacgéo das superficies da mucosa humana que favorece encontros frequentes entre
essas Varias especies de micro-organismos, criando oportunidades para a aquisi¢ao horizontal de
elementos genéticos moveis. Este processo resulta em alterac@es significativas no perfil de resis-
téncia a antimicrobianos de isolados clinicos, resultando em infec¢6es de dificil tratamento.

O gene fusB, responsavel pela resisténcia a acido fusidico, foi encontrado apenas na li-
nhagem H-295/96. Uma alta prevaléncia de resisténcia ao &cido fusidico tem sido relatada para
S. epidermidis. A proporcéo de isolados de S. epidermidis resistentes ao &cido fusidico a cada
ano variou de 39% a 46%, maior do que em S. aureus, no National Taiwan University Hospital
(NTUH), Taiwan.'*? Estudos realizados por Chen et al. (2011)** sobre os determinantes de re-
sisténcia ao acido fusidico revelaram que a maioria dos isolados de S. aureus sensiveis a metici-
lina carreavam plasmideos contendo o gene fusB. Em contraste, os genes fusB em isolados de S.
epidermidis estavam localizados principalmente em ilhas de resisténcia relacionadas a fagos. As
ilhas de resisténcia podem ser responsaveis pela disseminacdo da resisténcia ao acido fusidico
em S. epidermidis atraves da transferéncia horizontal de genes. Uma vez que S. epidermidis é
considerado um reservatério de genes de resisténcia a antibidticos, a alta prevaléncia do gene
fusB em linhagens de S. epidermidis pode aumentar a chance de disseminagéo da resisténcia ao
acido fusidico para outras espécies.

O fendtipo de resisténcia a fluoroguinolonas foi testado com ciprofloxacina, e as duas
linhagens se mostraram sensiveis a droga. Este mecanismo de resisténcia € mediado pelo gene
norA e gene gyrB, que foram identificados nas duas linhagens. Entretanto, ao testar o fenétipo

de resisténcia pelo método de difusdo com disco de ciprofloxacina, as linhagens apresentaram
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sensibilidade. Segundo o CLSI (2021)** Staphylococcus spp. podem desenvolver resisténcia du-
rante a terapia prolongada com quinolonas. Portanto, isolados que sdo inicialmente suscetiveis
nos métodos fenotipicos podem se tornar resistentes dentro de 3 a 4 dias apds o inicio da terapia.
Essa evidéncia sugere que provavelmente os genes possam néo ser expressos desde o inicio do
tratamento in vivo ou durante a realizacdo do teste de disco difusdo como foi demonstrado neste
estudo, o que indica a importancia dos testes genotipicos para a deteccdo destes genes de resis-
téncia as quinolonas.

A crescente disponibilidade de genomas completos em bancos de dados tem sido uma
ferramenta essencial para o estudo de fatores de viruléncia de S. epidermidis, revelando um re-
pertério de genes codificadores de fatores de adesdo, producédo de biofilme, hemolisinas e exo-
proteinas.'*® Em 2019, Argemi e colaboradores publicaram uma revisdo sobre a patogendmica
dos ECN, descrevendo os fatores de viruléncia encontrados em diversos estudos de sequencia-
mento.4® A primeira analise de fatores de viruléncia baseada em estudos de genoma completo
foi realizada em 2003 por Zhang et al.1*’ Este estudo analisou 0 genoma da linhagem referéncia
ATCC12228, revelando a presenca de diversos genes relacionados a viruléncia. Foram encontra-
dos genes relacionados a aderéncia, como a adesinas (sdr), autolisina (atl), gene ebh, codificante
da proteina de ligacdo a fibronectina e gene ebp (proteina de ligacdo a elastina). O estudo também
identificou genes codificadores de enzimas, como proteases (ssp), lipases (lip e geh) e nuclease
(nuc), genes de viruléncia relacionados a evasdo imune, como o gene cap, além de genes relaci-
onados a toxinas, como hemolisinas (delta e beta hemolisinas). Em 2005, Gill et al. analisaram o
genoma completo da cepa RP62a de S. epidermidis, e identificou genes codificadores de protea-
ses, lipases e hemolisinas (beta e delta).2 Um estudo realizado por Fournier et al. em 2013 anali-
sou genes de viruléncia em um contexto clinico, fornecendo dados de sequenciamento de uma
linhagem isolada de um paciente com endocardite. Foram encontrados 32 genes relacionados a
viruléncia, dentre eles adesinas (fbe, sdr, ebp e ebh), proteases (ssp), lipases (lip, geh), beta-
hemolisina (hlb) além de genes relacionados a produgéo de biofilmes (ica).*® Os resultados deste
estudo sdo semelhantes aos encontrados por Zhang et al. (2003),*4’Gill et al. (2005) e Fournier
etal. (2013)*8, pois a busca por genes de viruléncia em duas linhagens clinicas de S. epidermidis
resultou na identificacdo de grande parte dos genes descritos por estes autores.

Além disso, muitos dos fatores de viruléncia encontrados nas linhagens sequenciadas po-
dem contribuir para o estabelecimento, maturacéo e desmontagem do biofilme. Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis sdo considerados patégenos oportunistas e ambos possuem
a capacidade de formar biofilmes robustos em diversas superficies, sejam elas abioticas ou bid-

ticas. No entanto, enquanto S. aureus dispde de uma infinidade de mecanismos e fatores de
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viruléncia para evadir do sistema imunoldgico, o potencial patogénico do S. epidermidis depende
principalmente da formacéo de biofilme, mecanismo pelo qual coloniza e infecta proteses e dis-
positivos médicos.*+14°

O desenvolvimento do biofilme estafilococico € um processo complexo que pode ser di-
vidido em trés fases principais: (1) adesdo inicial, (2) producgéo de matriz extracelular e prolife-
racdo celular e (3) estruturacdo do biofilme e desprendimento celular. Inicialmente, na etapa de
adesdo, as bactérias se ligam a uma superficie e em seguida se multiplicam, formando micro-
coldnias. O processo de ligagdo da bactéria em superficies bidticas, ou seja, superficies compos-
tas pela matriz do hospedeiro, pode ser facilitado por proteinas ancoradas na parede celular bac-
teriana. Em S. aureus, muitas destas proteinas ja foram amplamente descritas, como por exemplo
a familia de proteinas de repeticio de serina-aspartato (SdrC, SdrD, e SdrE)**° Em S. epidermi-
dis, as principais proteinas relacionadas a adeséo de biofilme em superficies biodticas sdo SdrG,
SdrF e SdrH, todas membros da familia de proteinas de repeticdo de serina-aspartato.® Nossos
resultados mostram a presenca de genes relacionados a estas proteinas nas duas linhagens clini-
cas. Em H-802/93 foi identificado o gene sdrG, enquanto na linhagem H-295/96 os trés genes
foram encontrados, sdrG, sdrF e sdrH, resultado que corrobora com resultados anteriormente
publicados na literatura. >3

Além da capacidade de adesdo em superficies bidticas, S. epidermidis também apresenta
uma notavel habilidade na formacdo de biofilmes em superficies abidticas, como catéteres, im-
plantes e outros dispositivos médicos invasivos. Neste caso, a adesao inicial ocorre com o auxilio
da proteina autolitica AtIE, descrita em S. epidermidis™® e homologa a AtIA em S. au-
reus.31541% Estudos demonstram que AtlA e AtIE também estdo relacionadas a liberagéo de
eDNA, componente importante da matriz extracelular de biofilmes estafilocdcicos. %% O gene
atl responsavel por codificar a autolisina AtIE foi identificado nas duas linhagens clinicas se-
quenciadas. Além disso, foi possivel validar a presenca desta proteina no extrato celular das duas
linhagens estudadas, através da anélise protedmica.

Ap0s a adesdo das células individuais na superficie, estas comegam a se proliferar, dando
inicio a formacao das microcoldnias. A partir de entdo, as bactérias comecam a produzir a subs-
tancia polimérica extracelular (EPS), também chamada de matriz de biofilme autoproduzido,
composta por polissacarideos, proteinas, acidos teicdicos e eDNA. A varia¢do da composicao da
EPS divide os biofilmes estafilococicos em duas categorias: biofilmes constituidos por uma ma-
triz polissacaridica e biofilmes com matriz proteica.>" 158 A adesina intercelular polissacaridica
(PI1A) ¢ o principal componente dos biofilmes estafilococicos dependentes de polissacarideos, e

sua producdo é dependente do operon de adesdo intracelular (ica). O operon ica compreende
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quatro genes dispostos na seguinte ordem: icaA, icaD, icaB e icaC, além de um repressor icaR,
que regula a transcri¢io do operon.t®*!%Um estudo conduzido por Gerke et al. em 1998 demons-
trou que IcaA bem como IcaD sdo essenciais para a sintese de PIA.161

Os resultados do sequenciamento da linhagem H-295/96 mostram a presenga dos genes
icaA, icaB, icaC e icaR, enquanto icaD ndo foi identificado. A linhagem H-802/93 ndo apresen-
tou genes do operon icaADBC. Em relagdo aos resultados da protebmica, também ndo foram
encontradas proteinas relacionadas ao operon icaADBC em nenhuma das linhagens clinicas. En-
tretanto, os estafilococos também podem produzir biofilmes cuja matriz é constituida principal-
mente por proteinas, ou seja, sdo biofilmes que ndo dependem da expressao dos genes ica para
sua formacao. Estes biofilmes de matriz proteica ja foram observados em linhagens clinicas de
S. epidermidis.®2

Durante seu crescimento e maturacao, o biofilme passa a ter uma estrutura tridimensional,
que é moldada pela atividade de diferentes enzimas. Os estafilococos produzem um vasto reper-
torio de exoenzimas que atuam neste processo, interagindo com componentes especificos da ma-
triz do biofilme. Algumas destas proteinas foram descritas em S. aureus, como por exemplo as
proteases de cisteina SspB e ScpA e a protease V8 (SspA).183164 Em S. epidermidis, foram des-
critas trés proteases: SepA, Esp e a cisteina protease EcpA.1%°1% Foram identificados, nas duas
linhagens de S. epidermidis sequenciadas neste estudo, os genes codificadores da serina V8 pro-
tease SspA (gene sspA), cisteina protease SspB (gene sspB), anteriormente descritas em S. au-
reus. 3164 Além da presenca dos genes, a técnica de protedmica foi capaz de identificar a pre-
senca destas proteinas nas duas linhagens através da analise do extrato celular.

Por fim, a comunidade do biofilme sofre um processo de desmontagem, também chamado
de fase de éxodo, que leva a disseminacdo de células estafilocAcicas para outros locais do corpo.
As enzimas mais importantes nesta fase sdo as cisteina-proteases secretadas (estafopainas), se-
rina-protease V8 (SspA) e nuclease (Nuc), que atuam na degradacdo da matriz do biofilme. A
termonuclease (TNAse), codificada pelo gene nuc, é uma DNAse termoestavel especifica que
leva a degradacdo do eDNA contido na matriz, permitindo a liberacdo de uma subpopulacéo de
células do biofilme.®” Neste estudo, as duas linhagens sequenciadas apresentaram o gene nuc,
responsavel por codificar a termonuclease. As modulinas soliveis em fenol (PSMs) também tem
grande importancia nesta fase, atuando na ruptura do biofilme e subsequente disseminacdo de
células estafilocdcicas in vivo. 88169170 A anglise protedmica dos sobrenadantes das linhagens
clinicas identificou a presenca da PSM beta-1 em H-295/96 e H-802/93.

A destruicédo dos tecidos do hospedeiro € um evento importante nas infec¢oes estafiloco-

cicas, pois além de promover a disseminacao bacteriana, ainda permite a aquisi¢ao de nutrientes
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por estes microorganismos. Os estafilococos podem produzir algumas exoproteinas que auxiliam
neste processo, como as proteases, lipases, nucleases e colagenases, capazes de converter com-
ponentes teciduais do hospedeiro em nutrientes. Este processo facilita o crescimento e invaséo
dos microorganismos, por isso essas moléculas séo consideradas potenciais fatores de viruléncia
que contribuem para a patogénese estafilocdcica.l’'1’2 Neste contexto, além das proteases ante-
riormente citadas, SspA e SspB, as linhagens clinicas sequenciadas neste estudo também apre-
sentaram genes relacionados a lipases (geh e lip).

Os resultados da protedmica mostraram a presencga da cisteina protease EcpA, uma pro-
tease extracelular capaz de degradar IgA e IgM humana, albumina sérica, fibrinogénio e fibro-
nectina.'” A degradacgdo das imunoglobulinas pela EcpA sugere um mecanismo de evasio do
sistema imunologico do hospedeiro. Ja as modificagdes proteoliticas da albumina, fibronectina e
fibrinogénio (que revestem a superficie dos dispositivos médicos), realizadas pela EcpA, promo-
vem a adesdo eficiente de S. epidermidis ao plastico de dispositivos médicos, o que a torna um
fator importante para a colonizagdo da espécie nestes dispositivos.!”!7>

O sequenciamento mostrou a presenca da toxina beta-hemolisina nas duas linhagens cli-
nicas de S. epidermidis estudadas. Se trata de uma toxina hemolitica bastante descrita em S. au-
reus As hemolisinas sdo polipeptideos capazes de lisar globulos vermelhos e estdo divididos em
diferentes classes, de acordo com sua estrutura e mecanismo de agdo. A alfa-hemolisina e gama-
hemolisina provocam a morte da célula por meio da formagado de poros na membrana. Ja a beta-
hemolisina (HIb), também conhecida como esfingomielinase ¢ uma toxina que, diferente das
anteriores, ndo ¢ capaz de formar poros na membrana, mas possui atividade hemolitica devido a
sua capacidade de hidrolisar a esfingomielina, que ¢ um lipideo da membrana plasmatica, cau-
sando morte celular resultante da modificacdo da fluidez da membrana plasmaética da célula hos-
pedeira, e consequente desestabilizag¢do da estrutura da bicamada.®’

Destacamos a importancia de novos estudos de sequenciamento do genoma de isolados
clinicos a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na transferéncia génica e evolugdo da viru-
1éncia estafilocdcica, além da necessidade de vigilancia continua para detectar estas novas linha-

gens recombinantes que podem causar infe¢des graves e de dificil tratamento.
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CONCLUSOES

Os parametros de qualidade referentes a montagem dos genomas das duas linhagens de S.
epidermidis estudadas através de sequenciamento de nova geracdo foi similar a linhagem

referéncia utilizada para comparacao.

A andlise do gendtipo de resisténcia antimicrobiana mostrou a presenca de varios genes de
resisténcia nas duas linhagens analisadas, revelando a importancia dos testes genotipicos
para a determinacédo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, uma vez que resultados

falsos sensiveis podem ser detectados nos testes fenotipicos utilizados na rotina.

Os resultados indicam a presenca de genes e proteinas essenciais no desenvolvimento do

biofilme estafilocécico.

As infeccdes nosocomiais causadas por S. epidermidis evidenciaram a necessidade de apro-
fundar os estudos de fatores de viruléncia desta espécie. Para tal, o sequenciamento do ge-
noma e proteoma tem se mostrado ferramentas bastante Uteis, pois permitem a identificacdo
destes genes e a realizagdo de estudos comparativos utilizando os dados de diversas linha-
gens disponiveis em bancos de dados. Os dados gerados neste estudo através do sequencia-
mento do genoma e proteoma das linhagens clinicas H-802/93 e H-295/96 podem ser depo-
sitados em bancos de dados publicos, ampliando o conhecimento do genoma de S. epider-
midis.
A presenca de genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos em linhagens de S. epi-
dermidis ressalta a atuacdo de S. epidermidis como reservatorios destes genes, capazes de
transferi-los para outras bactérias potencialmente patogénicas e mais virulentas, como por
exemplo S. aureus promovendo o surgimento de clones multirresistentes.A co-existéncia
de S. aureus e S. epidermidis em nichos ecoldgicos sobrepostos favorece a transferéncia
horizontal de genes entre as duas espécies, resultando no surgimento de clones patogénicos

e multirresistentes.

Destacamos a importancia de novos estudos de sequenciamento do genoma de isolados
clinicos a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na transferéncia génica e evolucédo da
viruléncia estafilocécica, além da necessidade de vigilancia continua para detectar estas

novas linhagens recombinantes que podem causar infe¢@es graves e de dificil tratamento.
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ANEXOS

Tabela S1: Proteinas encontradas no extrato celular da linhagem clinica H-295/96.

Acesso Massa Proteina Gene
UNIPROT (Da)

Q5HL21 329549 Fructose-bisphosphate aldolase class 1 fda
Q5HRK4 43112,5 Elongation factor Tu tuf
Q5HQ75 352533 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta pdhB
Q5HNJ5 18393,4 Putative universal stress protein SERP1273 SERP1273
Q5HN75 30794,4 Glutamyl endopeptidase gseA
Q5HQ73 49646,5 Dihydrolipoyl dehydrogenase pdhD
Q5HQBY 148165,2 Bifunctional autolysin atl
Q5HQVO0 47199,8 Enolase eno
Q5HQ76 41286,8 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha pdhA
Q5HP72 9602,2 DNA-binding protein HU hup
Q5HL49 24514,5 Probable transglycosylase IsaA isaA
Q5HQV4 36150,3 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 gapAl
Q5HKG6 27882,1 Diacetyl reductase [(S)-acetoin forming] butA
Q5HMO00 22595 508 ribosomal protein L4 rplD
Q5HP69 43324 30S ribosomal protein S1 rpsA
Q5HQ74 46915,8 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pdhC
pyruvate dehydrogenase complex
Q5HRKS5 76810,1 Elongation factor G fusA
Q5HQ20 46234 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0737
Q5HM20 23989,2 Adenylate kinase adk
Q5HQ19 46184 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0738
Q5HMZ1 57695,7 60 kDa chaperonin groL
Q5HRL2 12624,6 508 ribosomal protein L7/L12 rplL
Q2GON1 76546 Elongation factor G - Staphylococcus aureus (strain NCTC SusA

8325/ PS 47)
Q5HRZ5 11710 30S ribosomal protein S6 rpsF
Q5HLI2 29381,1 Amino acid ABC transporter, amino acid-binding protein SERP2005



Q5HM?26
Q5HNJ9
P48940
Q5HQV?2
Q5HMS82
Q5HLF5
Q5HLZ8
P48940

Q5HMP3
Q5HMZ4
Q5HN41
Q5HKJS8
Q5HKF6
Q5HPT5
Q5HM38
Q5HPED
Q5HPKS
Q5HQ86
Q5HPM6

Q5HPB5
Q5HRL3
Q5HRY?2
Q5HMB?
Q5HP42
Q5HN91
Q5HL33
Q5HQ92
Q5HRY1
Q2FXQ7
Q5HLD1

13636,4
151483
41818,4
273328
25850,7
37629,4
11551,3
177654

56801,1
48873
195473
40027,1
44655,4
29758,5
36511,3
7328,6
58158,2
9488,7
7464,8

18106,5
17763,2
54635,7
54691,3
52183,2
133885
262327
67657,9
21068,4
46250,8
32385,7

50S ribosomal protein L17
Universal stress protein family
Trans-sulfuration enzyme family protein
Triosephosphate isomerase
Purine nucleoside phosphorylase DeoD-type
Alcohol dehydrogenase
30S ribosomal protein S10

30S ribosomal protein S7-Staphylococcus aureus (strain
NCTC 8325/ PS 47)

Bifunctional AAC/APH
Aminotransferase, putative
Bacterial non-heme ferritin

Glycerol dehydrogenase

Extracellular cysteine protease
30S ribosomal protein S2
Tagatose 1,6-diphosphate aldolase
Cold shock protein CspA
Catalase

Histidine-containing protein

Uncharacterized protein - Staphylococcus epidermidis (strain

ATCC 35984 / RP62A)
PTS system glucose-specific EIIA component
508 ribosomal protein L10
Alkyl hydroperoxide reductase subunit F
ATP synthase subunit alpha
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating

UPF0342 protein SERP1381

Alpha-acetolactate decarboxylase

67 kDa Myosin-crossreactive antigen
Alkyl hydroperoxide reductase C
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX

UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase

68

mplQ
SERP1269
SERP0095
IpiA
deoD
SERP2032
rps]

rpsG

aacA-aphD

SERP1481
finA
gldA
ecpA
rpsB
lacD
cspA
katA
ptsH

SERP0884

crr
rpl]
ahpF
atpA
gnd
SERP1381
budA
SERP0663
ahpC
clpX

gtaB
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Q5HNT3 10135,1 UPF0297 protein SERP1181 SERP1181
Q5HRF8 29504,5 Coproheme decarboxylase chdC
Q5HNZ5 22690,3 Superoxide dismutase [Mn/Fe] sodA
Q5HRX5 15101,4 UPF0355 protein SERP0066 SERP0066
Q5HN82 226774 Glucosamine-6-phosphate isomerase family protein SERP1390
Q5HLV?2 27876,7 Staphylococcal secretory antigen SsaA PE=3 SV=1 ssaAl
Q5HLZ9 23636,3 508 ribosomal protein L3 rplC
Q5HR90 64162,3 ABC transporter, ATP-binding/permease protein abcA
Q5HMA2 9754,8 508 ribosomal protein L31 rpmE2
Q5HP71 36078,5 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+] gpsA
Q5HLM6 24077,3 Uncharacterized lipoprotein SERP1959 SERP1959
Q2FZ28 52264,4 ATP-dependent protease ATPase subunit HslU hslU
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)
Q2FW20 14804 30S ribosomal protein S8 rpsH
Q5HQ29 11417.,8 Thioredoxin trxA
Q2FWF0 51350,2 ATP synthase subunit beta - Staphylococcus aureus (strain atpD
NCTC 8325/ PS 47)
Q2FZzZ2 38167,4 Methionine import ATP-binding protein MetN 2 - Staphylo- metN2
coccus aureus (strain NCTC 8325/ PS 47)
Q5HRS2 11829,9 Uncharacterized protein SERPO121
Q5HQ60 69172,3 50S ribosomal subunit assembly factor BipA bipA
Q2FW©66 19161,7 Alkaline shock protein 23 - Staphylococcus aureus (strain asp23
NCTC 8325/ PS 47)
Tabela S2: Proteinas encontradas no extrato celular da linhagem clinica H-802/93.
Acesso Massa Proteina Gene
UNIPROT (Da)
Q5HRK4 43112,5 Elongation factor Tu tuf
Q2GONO 43058,6 Elongation factor Tu - Staphylococcus aureus (strain tuf
NCTC 8325/ PS 47)
Q5HPEO 7328,6 Cold shock protein CspA CspA



Q5HRY1
Q5HM32
Q5HRL3
Q5HMO00
Q5HRK5
Q5HRH?7
Q5HL21
Q5HP69
Q5HQ76
Q5HKL9
Q5HNIJ6

Q2FYG2

Q5HQ73
Q5HQB9
Q5HNJ9
Q5HKO07
Q5HQVO0
Q5HRP1
Q5HL31
Q5HQR3
Q5HRL2
Q5HQV4
Q5HLU4
Q5HKL7
Q5HNW6
Q5HPT4
Q5HQ75
Q5HKG6

Q5HNZ5

21068,4
14618,8
17763,2
22595
76810,1
22311,7
32954,9
43324
41286,8
36866
40151,8

9602,2

49646,5
148165,2
15148,3
48847,8
47199,8
33113,1
34062,6
14202,8
12624,6
36150,3
34696,9
48879,8
66087,7
32472,6
35253,3
27882,1

22690,3

Alkyl hydroperoxide reductase C
30S ribosomal protein S9
50S ribosomal protein L10
50S ribosomal protein L4
Elongation factor G
3-hexulose-6-phosphate synthase
Fructose-bisphosphate aldolase class 1
30S ribosomal protein S1
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha
Acetoin dehydrogenase, E1 component, beta subunit
Alanine dehydrogenase

DNA-binding protein HU, putative - Staphylococcus au-
reus (strain NCTC 8325/ PS 47)

Dihydrolipoyl dehydrogenase
Bifunctional autolysin
Universal stress protein family
Serine--tRNA ligase
Enolase
Cysteine synthase
L-lactate dehydrogenase
Glycine cleavage system H protein
50S ribosomal protein L7/L12
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1
Putative 2-hydroxyacid dehydrogenase SERP1888
Dihydrolipoyl dehydrogenase
Chaperone protein DnakK
Elongation factor Ts
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta
Diacetyl reductase [(S)-acetoin forming]

Superoxide dismutase [Mn/Fe]
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ahpC
rpsl
rpl)
rpiD
fusA
SERP0216
fda
rpsA
pdhA
SERP2325
ald

SAOUHSC_01490

pdhD
atl
SERP1269
serS
eno
cysK
Idh
gcvH
rplL
gapAl
SERP1888
SERP2327
dnaK
tsf
pdhB
butA

sodA



Q2G2A5

Q5HKM3
Q5HRF7
Q5HM24
Q5HN91

Q2Fz21

Q5HM38

Q2G2A3

POAOF8

Q5HLV2
Q5HQ86

Q2G028

Q5HNQ4

Q5HQ74

Q5HNMS
Q5HNJ2
Q5HQJ3
Q5HNK?7
Q5HMZz4
Q5HNUO
Q5HRL4
Q5HNIJ5
Q5HPT5
Q5HRK6
Q5HL49

Q5HKT5

35206,1

18741,6
35061,1
13869,4
13388,5

20322,6

36511,3

49432,5

15569,4

27876,7
9488,7

47069,8

11268

46915,8

48684
18267,3
33182,8

62976

48873
17739,9
249941
18393,4
29758,5
17765,4
24514,5

28023,4

Pyruvate dehydrogenase complex, E1 component,
pyruvate dehydrogenase beta subunit, putative Sta-
phylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

Immunodominant antigen B
Phosphate acetyltransferase
30S ribosomal protein S11
UPF0342 protein SERP1381

Ribosome-recycling factor - Staphylococcus aureus
(strain NCTC 8325/ PS 47)

Tagatose 1,6-diphosphate aldolase

Dihydrolipoyl dehydrogenase - Staphylococcus aureus
(strain NCTC 8325/ PS 47)

50S ribosomal protein L15 - Staphylococcus aureus
(strain NCTC 8325 / PS 47)

Staphylococcal secretory antigen SsaA
Histidine-containing protein

Enolase - Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS
47)

50S ribosomal protein L21

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase compo-
nent of pyruvate dehydrogenase complex

Trigger factor
Thiol peroxidase
Uncharacterized protein SERP0556
Pyruvate kinase
Aminotransferase
Transcription elongation factor GreA
50S ribosomal protein L1
Putative universal stress protein SERP1273
30S ribosomal protein S2
30S ribosomal protein S7
Probable transglycosylase IsaA

Acetoin(diacetyl) reductase
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SAOUHSC_01041

SERP2321
pta
rpsK

SERP1381

frr

lacD

SAOUHSC_01043

rplO

ssaAl
ptsH

eno

rp/U

pdhC

tig
tpx
SERP0556
pyk
SERP1481
greA
rplA
SERP1273
rpsB
rpsG
isaA

SERP2257



Q5HNZ8
Q5HMB9
Q5HM14
Q5HLZ8
Q5HMZ0
Q5HM17

Q2FZG4

Q5HM20
Q5HM26
Q5HQJ9
Q5HPJ9
Q5HMA47
Q5HN59
Q5HQO06

Q2FXWO0

Q5HMO05
Q5HPU5
Q5HMZ1

Q2G032

Q5HMA2
Q5HRE9
Q5HPV3
Q5HMO07
Q5HLZ9
Q5HN34
Q5HKJ4
Q5HMB1

Q5HQV2

5847,9
51506,1
19634,3
11551,3
10261,4

6688,8

41338,8

23989,2
13636,4
49659
72875,3
18659,4
18667,5
41367,8

10279,1

24156
41980,8
57695,7

36240,3

9754,8
35136
10335,6
8067,4
23636,3
52749,7
37509,8
23013,1

27332,8

50S ribosomal protein L33 1
ATP synthase subunit beta
50S ribosomal protein
30S ribosomal protein S10
10 kDa chaperonin
50S ribosomal protein L30

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

Adenylate kinase
50S ribosomal protein L17
Glucose-6-phosphate isomerase
Transketolase
Alkaline shock protein 23
Uncharacterized protein SERP1413
Cell division protein FtsZ

UPF0297 protein SAOUHSC_01721 - Staphylococcus
aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

30S ribosomal protein S3
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta sucC
60 kDa chaperonin grol

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Staphylo-
coccus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

50S ribosomal protein L31 type B
Oxidoreductase, aldo/keto reductase family
30S ribosomal protein S16
50S ribosomal protein L29
50S ribosomal protein L3
Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A
Ornithine carbamoyltransferase
Uracil phosphoribosyltransferase

Triosephosphate isomerase
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romG1
atpD
rplF
rpsJ
groS
romD

pdhA

adk
rplQ
pgi
tkt
asp23
SERP1413
ftsZ

SAOUHSC_01721

rpsC
sucC
grolL

SAOUHSC_00795

romEg2
SERP0244
rpsP
romC
rplC
gatA
arcB-2

upp

tpiA



Q5HMP3
Q5HPT?
Q5HRLS

Q2FW08

Q5HM25

Q5HM52

Q5HRIJ8
Q5HQQ2

Q2FW18

Q5HP20
Q5HM23
Q5HM86

Q2FX29

Q5HNHO
Q5HP99
Q5HPBS5
Q5HQ29
Q5HNW1

Q2G1P3

Q5HNI5

Q5HKG4

Q5HNL1
Q5HS59
Q5HNH3
Q5HRD6

Q5HLF5

56801,1
28710,2
14889,9

10580,6

34946,1

37081,8

40152,4
28182,3

20235,7

20563,3
13691,5
44428,5

35141,7

18003,4
23915,4
18106,5
11417,8
9317,1

67587,7

23073,1

111459,5

46572
30936,2
36424,9
36409,7

37629,4

Bifunctional AAC/APH
GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor CodY
50S ribosomal protein L11
50S ribosomal protein L23
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha

Iron compound ABC transporter, iron compound-bind-
ing protein

Probable branched-chain-amino-acid aminotransferase
FeS assembly ATPase SufC

50S ribosomal protein L5 - Staphylococcus aureus
(strain NCTC 8325/ PS 47)

Elongation factor P
30S ribosomal protein S13
Phosphopentomutase

UPF0365 protein SAOUHSC_01676 - Staphylococcus
aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

UPF0478 protein SERP1299
NAD(P)-bd_dom domain-containing protein
PTS system glucose-specific EIIA component

Thioredoxin
30S ribosomal protein S20

Uncharacterized protein - Staphylococcus aureus
(strain NCTC 8325 / PS 47)

30S ribosomal protein S4

NADH: flavin oxidoreductase/fumarate reductase, fla-
voprotein subunit

Isocitrate dehydrogenase [NADP]
Aminoglycoside 3'-phosphotransferase
Catabolite control protein A
Alcohol dehydrogenase

Alcohol dehydrogenase
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aacA-aphD
codY
rplK

rplW

rpoA

SERP1777

ilvE
sufC

rplE

efp
rpsM

deoB

SAOUHSC_01676

SERP1299
SERP1014
crr
trxA

rpsT

SAOUHSC_00061

rpsD

SERP2381

icd
aphA
ccpA
adh

SERP2032



Q5HRU7?7
Q5HNQ6
Q5HMB?7
Q5HNM9
Q5HLD1
Q5HRX5
Q5HPZ0
Q5HM57
Q5HPTS8
Q5HLW1

Q2FWN4

Q5HKD6
Q5HRX2
Q5HMBS
Q5HM31
Q5HL32

Q5HLF8

Q5HP93
Q5HQR8
Q5HNL?7
Q5HLM6
Q5HMO02
Q5HL22
Q5HMBO
Q5HND3
Q5HKF6
Q5HRZ4
Q5HPVO

Q5HOM1

41818,4
10292,5
54691,3
46348,8
32385,7
15101,4
46748,2
10005,1
52403,5
62027,9

57610,6

55583
52571,3
31909,1
16307,4
60868,1

35357,2

82339,7
15324,6
37067,1
24077,3
30176,5
50046
45194,9
25661,3
44655,4
18650,9
13311,5

44138,8

Trans-sulfuration enzyme family protein
50S ribosomal protein L27
ATP synthase subunit alpha
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
UPF0355 protein SERPO066
Dihydroorotase
UPF0457 protein SERP1772
ATP-dependent protease ATPase subunit HslU
Urease subunit alpha

60 kDa chaperonin - Staphylococcus aureus (strain
NCTC 8325/ PS 47)

Probable malate: quinone oxidoreductase 3
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
ATP synthase gamma chain
50S ribosomal protein L13
Acetolactate synthase, catabolic

Amino acid ABC transporter, amino acid-binding pro-
tein

DD-transpeptidase
Organic hydroperoxide resistance protein-like 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2
Uncharacterized lipoprotein SERP1959
50S ribosomal protein L2
Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
Serine hydroxymethyltransferase
Transaldolase
Extracellular cysteine protease ecpA
Single-stranded DNA-binding protein
50S ribosomal protein L19

Type Il NADH: quinone oxidoreductase
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SERP0095
romA
atpA

clpX
gtaB

SERP0066
pyrC

SERP1772
hslU
ureC

grolL

mqo3
guaB
atpG
rpiM
budB

SERP2029

pbp2
SERP0480
gapA2
SERP1959
rp/B
SERP2165
glyA
tal
ecpA
ssb
rplS

SERP0527



Q2FW10

Q5HRP4
Q5HRZ5
Q5HP42
Q5HM94
Q5HPK7
Q5HM97
Q5HRQ5

Q2FZH5

Q5HRC7

Q5HRMS
Q5HQE9
Q5HM22
Q5HQV3
Q5HQ63
Q5HNW5
Q5HP27
Q5HQ79
Q5HL19
Q5HLF6

Q2FZY5

Q2FXV0

Q5HMP6
Q5HRG7
Q5HM35

Q5HRQ4

10590,6

20154,6
11710
52183,2
20765,2
5924
30845,6
35297,5

63161,3

33308,6

90938,4
19510,9
4270,4
42695,2
24070,1
24002,6
13226
8711,3
56299,6
47654,6

46571,5

12741,6

37136,3
29820,9
15565,7

24003

30S ribosomal protein S19

Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47) rpsS
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

30S ribosomal protein S6
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Probable DNA-directed RNA polymerase subunit delta

50S ribosomal protein L33

Fructose-bisphosphate aldolase
Ribose-phosphate pyrophosphokinase

Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

Iron compound ABC transporter, iron compound-bind-
ing protein

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpC
Putative phosphoesterase SERP0604
50S ribosomal protein L36
Phosphoglycerate kinase
UPF0637 protein SERP0693
Protein GrpE
Alkaline shock protein 23
DNA-directed RNA polymerase subunit epsilon
Probable malate: quinone oxidoreductase 4
Amino acid ABC transporter, ATP-binding protein
Probable cysteine desulfurase
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)

Uncharacterized protein: Staphylococcus aureus (strain
NCTC 8325/ PS 47)

Thymidylate synthase
Putative pyridoxine kinase
Galactose-6-phosphate isomerase subunit LacA

50S ribosomal protein L25
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rpsS

hpt
rpsF
gnd
rpokE
romG2
fba
prs

SAOUHSC_01029

SERP0266

clpC
SERP0604
rom)
pgk
SERP0693
grpE
SERP1086
rpoY
mqo4
SERP2031

SAOUHSC_00849

SAOUHSC_01732

thyAl
pdxK
lacA

rplY
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Q5HP32 17098,9 Arginine repressor argR
007325 52884,2 Cell division protein FtsA - Staphylococcus aureus ftsA
(strain NCTC 8325/ PS 47)
Q5HQ00 24877,4 Cell-division initiation protein SERPO757
Q5HLA3 54195,5 Putative aldehyde dehydrogenase AldA aldA
Q5HQ62 30658,9 Inositol monophosphatase family protein SERP0694
Q2Fz82 104801,7 | Isoleucine--tRNA ligase - Staphylococcus aureus (strain ileS
NCTC 8325/ PS 47)
Q5HRN5 31914,2 Pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit PdxS pdxS
Q5HMP7 18431,5 Dihydrofolate reductase folA-2
Tabela S3: Proteinas encontradas no sobrenadante da linhagem clinica H-295/96.
Acesso Massa Proteina Gene
UNIPROT (Da)
Q5HQ20 4623,4 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0737
Q5HQ19 4618,4 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0738
Q5HKF6 44655,4 Extracellular cysteine protease ecpA
Q5HQB9 148165,2 Bifunctional autolysin atl
Q5HN75 30794,4 Glutamyl endopeptidase gseA
Q5HMTS 18538,4 Uncharacterized protein SERP1540
Q5HRK4 43112,5 Elongation factor Tu tuf
Q5HKM3 18741,6 Immunodominant antigen B SERP2321
Q2FV17 33016,1 Fructose-bisphosphate aldolase class 1 fda
Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47)
Q5HRV9 2440,4 Phenol soluble modulin alpha SERP0083
Q2G2A3 49432,5 Dihydrolipoyl dehydrogenase - Staphylococcus aureus (strain SAQOU-
NCTC 8325/ PS 47) HSC_01043
Q5HM20 23989,2 Adenylate kinase adk
Q5HNZ5 22690,3 Superoxide dismutase [Mn/Fe] sodA
Q5HQ74 46915,8 | Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of py- pdhC

ruvate dehydrogenase complex
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Q2FW66 19161,7 | Alkaline shock protein 23 - Staphylococcus aureus (strain NCTC asp23
8325/ PS 47)
Q5HQ75 35253,3 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta pdhB
Q5HNWG6 66087,7 Chaperone protein Dnak dnaK
Q2G2Q0 99272,1 DNA gyrase subunit A - Staphylococcus aureus (strain NCTC gyrA
8325/ PS 47)
Q5HRB9 14703,7 Staphylococcal accessory regulator A sarA
Q5HM26 13636,4 50S ribosomal protein L17 rplQ
Q2G1U8 59131,8 | ZinT domain-containing protein - Staphylococcus aureus (strain SAQU-
NCTC 8325/ PS 47) HSC_02690
Tabela S4: Proteinas encontradas no sobrenadante da linhagem clinica H-802/93.
Acesso Massa Proteina Gene
UNIPROT (Da)
Q5HQ20 4623,4 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0737
Q5HQB9 148165,2 Bifunctional autolysin at/
Q5HNZ5 22690,3 Superoxide dismutase [Mn/Fe] sodA
Q5HN75 30794,4 Glutamyl endopeptidase gseA
Q5HKM3 18741,6 Immunodominant antigen B SERP2321
Q5HKF6 44655,4 Extracellular cysteine protease ecpA
Q2G1U8 59131,8 ZinT domain-containing protein - Staphylococcus aureus SAOU-
(strain NCTC 8325 / PS 47) HSC_02690
Q5HQ19 4618,4 Phenol soluble modulin beta 1 SERP0738




