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Resumo

Staphylococcus aureus é considerado o patbgeno mais importante de seu género,
responsavel por diversas infeccfes, variando desde infeccdo de pele e tecidos
moles, até pneumonia, endocardite e sepse. Uma das causas da diversidade
patogénica desta bactéria é a grande variedade de fatores de viruléncia que podem
ser produzidos. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de melhor
compreender o perfil de viruléncia de S. aureus, e a possivel relacdo destes com os
clones epidémicos circulantes na regido estudada. Para tal, foram estudados 89
isolados clinicos de S. aureus provenientes de diferentes hospitais de Recife/PE,
obtidos de diversas fontes de infeccdo e com diferentes perfis genéticos. Foram
realizadas investigacdes dos genes fnbA e fnbB (ligacdo a fibronectina), cna (ligacéao
ao colageno), clfA e clfB (fatores clumping, ligagdo ao fibrinogénio), icaA e icaD
(producéo de biofilme), lukF-PV e IukS-PV (leucocidina Panton Valentine), cap5 e
cap8 (capsula polissacaridica), genes do cluster génico de enterotoxinas (seg, sei,
sem, sen e seo), e andlise do proteoma e secretoma de dois clones amplamente
distribuidos. Todos os isolados apresentaram no minimo oito fatores de viruléncia.
Foram estabelecidos 39 gendtipos, dos quais nenhum se mostrou clone especifico.
Analisando-se o padrdo protéico, diversas proteinas, em especial trés fatores de
viruléncia, mostraram-se diferencialmente expressos. Como conclusao, pode-se
sugerir que os isolados clinicos estudados possuem alto potencial virulento,
possuindo um arcabougo genético capaz de desenvolver quadros clinicos graves.

Palavras-chave: MSCRAMMSs, PVL, enterotoxinas, MRSA, Clones.
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Abstract

Staphylococcus aureus is considered the most important pathogen within its genre,
responsible for a variety of infections, ranging from skin and soft tissue infections to
pneumonia, endocarditis and sepsis. One of the causes for this bacterium’s pathogenic
diversity is the great variety of virulence factors that can be produced. The present study was
developed aiming a better comprehension the virulence profile of S. aureus, and the possible
relationship between them and current epidemic clones in the study area. To do so, we
studied 89 clinical isolates of S. aureus from various sources of infection and with different
genetic backgrounds. Investigations were conducted for the genes fnbA and fnbB (fibronectin
binding proteins), cna (collagen binding protein), clfA and clfB (clumping factors, fibrinogen
binding proteins), icaA and icaD (biofilm formation), lukF-PV and IukS-PV (leucocidin Panton
Valentine), cap5 and cap8 (capsule polyssacharides), genes from the enterotoxin gene
cluster (seg, sei, sem, sen and seo), and proteome and secretome analysis of two widely
spread epidemic clones. All isolates showed positive for, at least, eight virulence factors.
Thirty-nine genotypes were stablished, none of which showed itself as clone specific.
Analysing the proteic pattern, several proteins, in special three virulence factors, were
differentially expressed. As conclusion, we can suggest that the clinical isolates studied have
a high virulence potential, possessing a genetic background capable of developing severe
clinical syndromes.

Key words: MSCRAMMSs, PVL, enterotoxins, MRSA, Clones.
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1. Introducéo

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva e oportunista, sendo
considerado um dos patdogenos mais importantes do seu género. Entre as
bactérias Gram positivas, S. aureus constitui uma das principais causas de
infeccdes hospitalares no mundo, porém também é observada com frequéncia em

infeccbes adquiridas no ambiente comunitario.

Este microrganismo € capaz de ocasionar uma ampla gama de infec¢des,
que geralmente acometem pele ou tecidos moles, assim como também € capaz
de provocar infeccbes mais graves, COmo pneumonia necrosante e bacteremia,
além de possuir a capacidade de produzir toxinas, sendo responsavel por

diversos quadros de intoxicagdes.

Para tal, S. aureus possui um extenso arsenal de fatores de viruléncia que
contribuem de diversas maneiras para o estabelecimento de manutencdo da
infeccdo. Entre estes fatores, destacam-se proteinas da superficie microbiana que
reconhecem moléculas da matriz adesiva (chamadas MSCRAMM, sigla derivada
do inglés “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”);
presenca de biofiilme e capsula polissacaridica; proteinas responsaveis pela
evasdao do sistema imune do hospedeiro; e proteinas com atividade

superantigénica, responsaveis por quadros de toxicidade sistémica.

Além da presenca desses fatores, outra caracteristica que contribui para a
instalacdo da doenca e a patogenicidade da bactéria é a resisténcia
antimicrobiana. Staphylococcus aureus resistente a meticilina é um dos principais

patogenos de infec¢cdes hospitalares e comunitarias. Atualmente, diversos clones



de S. aureus sédo conhecidos e dispersos pelo mundo, como por exemplo, 0s

clones; Epidémico Brasileiro, Pediatrico e Nova lorque/Japao.

Diante deste cenario, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
conhecer o arcabouco genético de fatores de viruléncia de isolados clinicos de S.
aureus de Recife/PE, em comparagcdo com clones epidémicos internacionais,
permitindo uma maior compreensao a respeito das diferencas genéticas entre os

diferentes clones epidémicos observados no Brasil e no mundo.



2. Revisao da Literatura

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Figura 1) é uma bactéria pertencente a familia
Staphylococcacea e um patogeno versatil, sendo considerada a espécie mais
virulenta do género Staphylococcus (Koneman et al., 2001; Bania et al., 2006;

NCBI, 2014).

Figura 1. Micrografia eletrénica colorida de Staphylococcus aureus. Fonte: Science Photo Library,

2012.

S&o cocos Gram positivos, com 0,5 a 1 ym de didmetro, com organizagao
semelhante a cachos de uva, por ndo possuirem um plano regular de divisdo
(Koneman et al., 2001; Ingraham e Ingraham, 2010). Staphylococcus aureus é
anaerdbio facultativo, fermentador de aguUcares, catalase e coagulase positivo.
Este patdgeno cresce bem sob alta pressdo osmoética, baixa umidade e alta

concentracdo de sal (Koneman et al., 2001; Madigan et al., 2008; Ingraham e



Ingraham, 2010). Possui temperatura 6tima de crescimento entre 35°C e 37°C e
pH 6timo entre 6,0 e 7,0, porém pode apresentar crescimento em uma faixa mais
ampla de temperatura (entre 4°C e 46°C) e de pH (entre 4,0 e 9,8) (Franco e

Landgraff, 2000).

Staphylococcus aureus é um microrganismo oportunista, de forma que se
comporta tanto quanto comensal quanto como patégeno. Pode ser encontrado na
regido nasal de 20 a 30% da populacdo saudavel, em colonizacéo persistente ou
intermitente. Seus sitios de colonizagcdo mais comuns sdo o epitélio escamoso
nasal, axilas, virilha e trato gastrintestinal (Bania et al., 2006; Gordon e Lowy,
2008; Burke et al., 2010). A colonizagdo é um fator de risco para uma infecgcéo
posterior, visto que um estudo com isolados clinicos provenientes de bacteremia
observou que tais isolados eram idénticos as cepas encontradas colonizando a
regido nasal em 82% dos pacientes (Von Eiff et al., 2001; Gordon e Lowy, 2008).

A gama de infec¢bes causadas por S. aureus varia desde infeccdes de pele
e tecidos moles (como por exemplo, foliculite, furdnculo e impetigo) até infeccdes
profundas e graves (como artrite séptica, endocardite e pneumonia necrosante)

(Labandeira-Rey et al., 2007; Burke et al., 2010; Murray et al., 2010).

2.2 Viruléncia em Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus possui um extenso arsenal de fatores de viruléncia,
que podem ser secretados ou estruturais (Gordon e Lowy, 2008). Esse arsenal é
composto por proteinas de parede celular, exoenzimas e exotoxinas, com
diversas funcdes, como promover adesdo ao tecido e superficie celular do
hospedeiro; auxiliar na evasdo ao sistema imune; ou promover a captacao de

ferro (Foster, 2005). Desta forma, as infecc¢des estafilococicas sdo multifatoriais (e

4



tais fatores podem ser multifuncionais, em especial as adesinas e exoproteinas,
onde mais de uma proteina consegue se ligar a mesma molécula, ou uma mesma
proteina é capaz de ligar-se a varias moléculas diferentes). Desta forma, é dificil
determinar quais 0s principais determinantes de viruléncia no processo
patogénico (Tristan et al., 2003; O’Riordan e Lee, 2004; Foster, 2005).

Exemplos de fatores de viruléncia em S. aureus podem ser observados no

Quadro 1.

Quadro 1. Exemplos de fatores de viruléncia em S. aureus. Fonte: adaptado de Gordon e Lowy

(2008).

Tipo de Fatores de
Viruléncia

Exemplos de Fatores

Genes

Aspectos Clinicos
Associados

Envolvidos na adeséao
ao tecido

Fatores clumping,
proteinas de ligacédo a
fibronectina e
colageno

clfA, clfB, fnbA, fnbB e
cha

Endocardite,

osteomielite, artrite
séptica, e infeccbes
relacionadas aos

dispositivos médicos

InfeccBes recorrentes
ou associadas a

Envolvidos com - . . ~ . 7
P Biofilme e variantes | Loco ica e mutacdo do | fibrose  cistica, e
persisténcia no Ny ;
: de colbnia hemB aspectos citados
organismo ; =
acima para adesdo ao
tecido
Envolvidos com | Leucocidinas, Infecc¢des invasivas de

evasdo ou destruicdo
do sistema imune do
hospedeiro

polissacarideos
capsulares e proteina
A

lukS-PV, lukF-PV,
capb e cap8, e spa

pele, pneumonia
necrosante e
abcessos

Envolvidos
invasao do tecido

com

Proteases, lipases e
nucleases.

V8, hla e plc

Destruicéo do tecido

Toxinas

Enterotoxinas, toxina
1 da sindrome do
choque  tdxico e
toxinas esfoliativas

sea-seq, tst, eta e etb

Intoxicacdo alimentar,
sindrome do choque
téxico, sindrome da
pele escaldada




2.2.1 Componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas da
matriz adesiva (MSCRAMMSs)

Staphylococcus aureus é capaz de produzir diversas proteinas de superficie
que reconhecem e se ligam a moléculas do epitélio nasal, importantes para uma
colonizacdo eficaz. Essas proteinas sao coletivamente conhecidas como
MSCRAMMSs (do inglés “microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules”), e compreendem as adesinas, como os fatores clumping (ou
fatores de aglomeracéo); proteinas de ligacdo a fibronectina e de ligacdo ao
colageno (Krishna e Miller, 2012).

Os fatores clumping ligam-se ao fibrinogénio e induzem agregacéo
plaquetéaria (Foster, 2005; Scully et al., 2014). Sao codificados pelos genes clfA e
clfB, que produzem dois tipos de fatores clumping, com expressodes diferenciadas
durante o crescimento bacteriano (sendo CIfB mais abundante na fase
exponencial, e CIfA, na fase estacionaria) (Foster, 2005). As proteinas de ligacéo
a fibronectina (chamadas FnbPA e B) sdo moléculas multifuncionais com
potencial de ligar-se ndo s6 a fibronectina, mas também ao fibrinogénio e a
elastina (Burke et al., 2010). S&o codificadas pelos genes fnbA e fnbB.
Diferentemente dos fatores clumping, estas proteinas sdo igualmente expressas
em S. aureus. Mutantes para apenas um dos genes de ligacdo a fibronectina
ainda assim conseguem se ligar a uma superficie coberta com esta molécula,
enquanto células mutantes para os dois genes se mostraram incapazes de aderir
(Saravia-Otten et al., 1997).

O organismo do hospedeiro apresenta dificuldade em desenvolver
anticorpos contra S. aureus devido a atividade imunossupressora de proteinas

com atividade superantigénica, portanto, ndo existem obstaculos para



reincidéncia de uma infeccdo por S. aureus. Entretanto, certos componentes da
superficie bacteriana sdo capazes de induzir uma alta producdo de anticorpos,
como por exemplo, Cna (proteina de ligacdo ao colageno, codificada pelo gene
cna) e CIfA, mostrando que essas proteinas podem ser futuros alvos para o

desenvolvimento de uma vacina contra S. aureus (Foster, 2005).

2.2.2 Biofilme

Os biofilmes bacterianos s&o definidos como comunidades de células
bacterianas cobertas por uma matriz polimérica extracelular (Watkins et al., 2012).
Tais biofilmes sdo conhecidos como fatores importantes em infec¢des cronicas,
como endocardite e pneumonia, mas principalmente em infec¢cdes associadas ao
uso de equipamentos ou dispositivos médicos (como, por exemplo, cateteres) ou
implante de dispositivos (como valvulas cardiacas atrtificiais) (O'Gara, 2007).
Bactérias em um biofilme tornam-se de dificil acesso para neutrofilos e
macréfagos, além de serem dificeis de inibir com antimicrobianos (McCourt et al.,
2014).

Em S. aureus, a capacidade de produzir biofilme se d&, primariamente, pela
presenca do operon ica. Este loco, composto pelos genes icaADBC, codifica
proteinas responsaveis pela formacéo do polissacarideo de adesina intercelular
(PIA), também conhecido como poli-N-acetil-glucosamina (PNAG) (O’Gara, 2007,
Cue et al., 2012).

As proteinas IcaD e IcaA produzem oligbmeros de N-acetil-glucosamina
com, no maximo, 20 residuos por cadeia. Apenas quando IcaC é expresso, essas
cadeias de oligbmeros tornam-se maiores e sao efetivamente transferidas para o

meio extracelular. IcaB, por sua vez, é responsavel por desacetilar a molécula de



PIA, tornando-a uma matriz carregada positivamente, o que proporciona a ligacao
com as superficies negativamente carregadas das células bacterianas (O’'Gara,
2007).

A formacédo do biofilme acontece primeiramente pela adesdo da bactéria a
superficie, seja de forma direta, ou através de proteinas de ligacdo as moléculas
do tecido hospedeiro, como fatores clumping e proteinas de ligacao a fibronectina.
ApoOs a adesdo, é necessario que ocorra proliferacdo e producédo de PIA/PNAG.
Com o tempo, ocorrerd aumento da col6nia (maturacdo do biofilme) e posterior
dispersdo para novos sitios (Watkins et al., 2012). Uma representagcdo

esquematica deste processo pode ser observada na Figura 2.
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Figura 2. Etapas fundamentais para a formacao do biofilme, onde é necessario adeséo ao tecido,
proliferagdo do microrganismo, e posterior maturagdo e dispersdo do biofilme. Fonte: adaptado de

Watkins et al., 2012.



2.2.3 Leucocidina Panton-Valentine (PVL)

A leucocidina Panton-Valentine (PVL) € uma exotoxina composta por um
complexo protéico heptamérico formado por duas proteinas principais, codificadas
pelos genes contiguos IukS-PV e IukF-PV, localizados em um profago (Boyle-
Vavra e Daum, 2007; Marimén et al., 2012; Watkins et al., 2012).

Dependendo da concentracdo, PVL forma poros na membrana celular ou
mitocondrial de neutréfilos e macréfagos. Quando em baixas concentragdes, esta
leucocidina liga-se e forma poros na membrana da mitocondria de células
polimorfonucleadas, provocando apoptose; porém quando em altas
concentracdes, PVL forma os poros ha membrana citoplasmatica dessas células,
levando a lise celular e, consequentemente liberando moléculas pré-inflamatérias

(Figura 3) (Kreienbuehl et al., 2011).

5. aureus Células Polimorfonucleadas

LukS-PV ’) I v

[PVL] baixa Q
LukF-PV .

\-/ Apoptose

[PVL] alta
Lise celular

Figura 3. Formacao de poros nas células polimorfonucleadas pela leucocidina Panton Valentine,
demonstrando situa¢des em alta ou baixa concentracdo deste complexo protéico. Fonte: adaptado

de Boyle-Vavra e Daum, 2007.
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Epidemiologicamente, cepas produtoras de PVL tém sido relacionadas a
lesGes necrdticas e pneumonia necrosante severa (Schwartz e Nourse, 2011;
Marimén et al., 2011), porém o papel desta leucocidina na patogénese ainda é
bastante controverso (Watkins et al., 2012).

De maneira geral, PVL ndo parece ter funcédo ou ter uma funcéo limitada e
transiente. Estudos utilizando ratos como modelo mostraram que a contribuicéo
da PVL para promocédo da doenca pode estar limitada a determinados fatores pré-
existentes ou a uma caracteristica genética especifica do hospedeiro (Lo e Wang,
2011). Entretanto, neutrdfilos isolados de ratos sé@o insensiveis a agao citotoxica
da PVL, diferente do observado em humanos e coelhos, tornando este um modelo

melhor para a andlise da funcdo da leucocidina (Lipinska et al., 2011).

2.2.4 Capsula polissacaridica (CP)

A capsula polissacaridica € um componente da parede celular bacteriana
responsavel pela protecdo da bactéria contra o sistema imune do hospedeiro
(Verdier et al., 2007), e confere uma maior viruléncia a cepa por contribuir para a
resisténcia celular a fagocitose (O’Riordan e Lee, 2004). A presenca da capsula
impede a opsonizagdo, ou seja, a promocdo da fagocitose por neutréfilos ou
macréfagos através da ligagdo de anticorpos ou de proteinas do complemento.
Fatores do sistema complemento do hospedeiro podem se ligar a parede celular
da bactéria, mas a proteina de superficie que compde a capsula impede o acesso
desses fatores aos receptores na membrana celular de neutréfilos (Foster, 2005).

Em geral, cepas que produzem capsula crescem em meio de cultura solido

com coldnias mucodides, como por exemplo, cepas pertencentes aos sorotipos 1 e
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2, porém estes sorotipos sdo raramente observados em isolados clinicos. Aquelas
cepas que sdo encapsuladas, mas ndo apresentam colénias mucoides em meio
sélido sdo chamadas de microcapsuladas (O’'Riordan e Lee, 2004). Grande parte
dos isolados clinicos de S. aureus pertencentes aos sorotipos 5 e 8 produzem
uma fina camada microcapsular (Figura 4), correspondendo a 25% e 50%,

respectivamente (O’Riordan e Lee, 2004; Foster, 2005; Nanra et al, 2013).

- 4

A B

Figura 4. Microscopia eletrdnica de transmisséo de A) cepa de Staphylococcus aureus produtora

de capsula polissacaridica tipo 5; B) cepa nao produtora. Fonte: O’'Riordan e Lee, 2004.

Assim como CIfA e Cna, CPs sdo alvos em potencial para o
desenvolvimento de vacinas contra S. aureus (O’Riordan e Lee, 2004; Verdier et

al., 2007; Nanra et al., 2013).

2.2.5 Superantigenos
Staphylococcus aureus é capaz de produzir uma gama de toxinas que

contribuem para a viruléncia do microrganismo. Entre elas, destacam-se a toxina

11



1 da sindrome do choque toxico, as toxinas esfoliativas, e as enterotoxinas, todas
consideradas superantigenos (SAgs) (Dinges et al., 2000).

Superantigenos sao proteinas que se ligam simultaneamente as moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il e aos
receptores de células T, independentemente de suas especificidades de ligacédo a
peptideos, formando um complexo trimolecular, que estimula uma resposta
policlonal inespecifica de linfocitos T e a liberacdo aumentada de citocinas,
causando toxicidade sistémica e supressdo da resposta imune adaptativa, os
quais prolongam a infeccéo bacteriana as custas da saude do hospedeiro humano

(Parham, 2001; Baker e Acharya, 2004).

2.2.5.1 Enterotoxinas (SEs)

As enterotoxinas denominadas de classicas foram classificadas em cinco
tipos sorolégicos: SEA, SEB, SEC, SED e SEE. Entretanto, outras SEs passaram
a ser conhecidas posteriormente e, atualmente, existem vinte e uma enterotoxinas
descritas na literatura (Schelin et al., 2011; Hu et al., 2011; Hennekinne et al.,
2011). Elas sdo nomeadas de SEA a SEV (entretanto, ndo existe SEF) e suas
variantes (Dinges et al., 2000; Jarraud et al., 2001; Letertre et al., 2003;
Hennekinne et al., 2011; Schelin et al., 2011).

O envolvimento de varias enterotoxinas nao-classicas na intoxicacao
alimentar e outras doencas ainda ndo é bem compreendido, mas sabe-se que as
enterotoxinas SEG, SEH e SEI possuem comprovada atividade emeética e ja
foram associadas a surtos de intoxicagdo alimentar. Algumas enterotoxinas
também ja foram associadas com a Sindrome do Choque Téxico), a patogénese

das sindromes alérgicas cronicas (Varshney et al., 2009; Hu et al., 2011) e a
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ulceracdo da cérnea quando presentes em infec¢Bes oculares (Fujishima et al.,
2012), como SEB (Rajagopalan et al.,, 2007), SEA, SEC, SED (Vojtov et al.,
2002), SEG e SEI (Jarraud et al., 1999).

Os genes das enterotoxinas estdo, em geral, presentes em elementos
genéticos moveis, como plasmideos, transposons ou ilhas de patogenicidade, o
gue permite a transferéncia horizontal desses determinantes de viruléncia (Xie et
al.,, 2011). O cluster génico de enterotoxinas (egc) compreende os genes das
enterotoxinas SEG, SEIl, SEM, SEN e SEO, juntamente com dois pseudogenes

(pentl e gent2), que se encontram no genoma do S. aureus (Collery et al., 2009).

2.3 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Pacientes infectados com bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos
apresentam maior permanéncia no ambiente hospitalar e requerem tratamento
com drogas de segunda ou terceira geracdo, que podem ser menos efetivas, mais
caras, ou mais toxicas ao organismo (Oliveira e Silva, 2008).

Diversas novas drogas derivadas de penicilina passaram a ser
desenvolvidos na década de 1950, diante da crescente resisténcia dos
microrganismos contra este antibidtico. Esta resisténcia acontece pela presenca
de penicilinases (ou B-lactamases), enzimas bacterianas capazes de hidrolisar o
anel B-lactamico desta classe de antimicrobianos. Cerca de 90% dos isolados do
género Staphylococcus sao resistentes a penicilina, independente do contexto
clinico (Lowy, 2003; Fuda et al., 2005; Calfee, 2011).

A meticilina, uma droga semi-sintética, derivada de penicilina, e resistente a

penicilinases, foi introduzida na pratica médica por volta de 1960, porém, ja em

1961, houve o primeiro caso reportado de S. aureus resistente a meticilina
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(Foster, 2005; Calfee, 2011). Desde entao, S. aureus meticilina resistente (MRSA,
do inglés “meticillin-resistant S. aureus”) tem se disseminado ao redor do mundo,
nao apenas em ambientes hospitalares, mas também na comunidade, em
pacientes sem historico prévio de hospitalizacdo (Millar et al., 2007; Gordon e
Lowy, 2008).

A resisténcia a meticilina acontece pela aquisicdo e expressao do gene
mecA, presente no Cassete Cromossémico Estafilocécico mec (SCCmec), um
elemento genético mével do genoma de S. aureus, que além de promover a
resisténcia a meticilina, pode também carrear outros determinantes de resisténcia
a antibidticos ou metais pesados (Malachowa e DelLeo, 2010; Turlej et al., 2011).
O gene mecA codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP) alterada,
chamada de PBP2a ou PBP2’, com baixa afinidade a todos os antibiéticos B-
lactamicos, tornando a bactéria resistente a todos os antimicrobianos desta classe
(Deurenberg e Stobberingh, 2008; Turlej et al., 2011; Stefani et al., 2012).

Dentre os elementos que fazem parte do SCCmec, destacam-se o0 complexo
mec (0 qual possui 0 gene mecA e seus genes reguladores) e o complexo ccr
(constituido pelos genes ccr, codificantes de recombinases da classe
invertase/resolvase, cuja funcédo € integrar ou excisar o SCCmec do genoma
bacteriano e as regides que o cercam) (Deurenberg e Stobberingh, 2008; Turlej et
al., 2011). A combinacao do tipo de complexo mec com o tipo de complexo ccr
define o tipo de SCCmec. Atualmente existem 11 tipos deste cassete descritos na
literatura, e esta classificacdo € muito utilizada para fins de tipagem molecular,
epidemiologia e estudo de populacbes microbianas (Shore et al., 2011; Turlej et

al., 2011; IWG-SCC, 2012).
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2.4 MRSA Hospitalar e Comunitério

MRSA costumava ser um patégeno encontrado exclusivamente em
infeccbes hospitalares ou relacionadas a hospitais, mas em meados dos anos
1990, comecaram a surgir casos comunitarios de MRSA. Ou seja, individuos
saudaveis, sem qualquer histérico hospitalar ou fatores de risco para
desenvolvimento de infeccbes por MRSA, estavam adquirindo doencas
relacionadas a esse patogeno (Calfee, 2011).

Através de dados epidemiolégicos e genéticos, é possivel observar
diferencas entre isolados causadores de doencas em hospitais e na comunidade
(Quadro 2). Desta forma, foi estabelecido que isolados MRSA responsaveis por
infeccbes no ambiente hospitalar sdo denominados HA-MRSA (Hospital-
associated MRSA), enquanto os isolados comunitarios sdo denominados CA-
MRSA (Community-associated MRSA) (Millar et al., 2007; Stefani et al., 2012).
Acredita-se que CA-MRSA possua mais fatores de viruléncia, enquanto HA-
MRSA possua mais determinantes de resisténcia, visto que o0 primeiro necessita
vencer barreiras naturais e o sistema imune de um hospedeiro saudavel,
enquanto o segundo encontra pacientes mais susceptiveis a infecgcdo (como
idosos e imunocomprometidos, por exemplo), mas sofre maior pressao pelas

drogas utilizadas nos hospitais (Stefani e Goglio, 2010).
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Quadro 2. Diferencas epidemioldgicas e genéticas observadas entre HA-MRSA e CA-MRSA.

Fonte: Adaptado de Millar et al. (2007), Calfee (2011) e Stefani et al. (2012).

Caracteristicas HA-MRSA CA-MRSA

Histérico de permanéncia em
hospital, uso de antimicrobianos
Fatores de risco | previamente, doenca pré-existente,

Atividades associadas com pouca
higiene comunitaria (por exemplo,
dividir toalhas), lesGes por abrasao,

associados idade avancada e histérico de uso . ~
: g contato pele-a-pele e situacbes de
de equipamentos médicos ~
) : superlotacdo
invasivos

Principalmente pele e tecidos moles
Feridas infeccionadas, bacteremia, | (por exemplo, abcessos e furdnculos),
tratos respiratorio e urinario mas em casos graves, choque séptico,
bacteremia e pneumonia necrosante

Sitio de infecgcao

Susceptibilidade a
antimicrobianos Raro Comum
que nao meticilina

Presenca de PVL Raro Comum

Tipo de SCCmec

, I, 11, e VI IV, V, Vle VI
associado

CA-MRSA pode ser caracterizado pela presenca de SCCmec tipos IV, V, VI
e VIl e pela presenca da PVL (Millar et al., 2007; Stefani e Goglio, 2010). Os
critérios para identificagdo de CA-MRSA pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doencas (CDC) sao: diagnéstico de infeccdo por MRSA em paciente ambulatorial
sem historico de internagdo prévia ou submetido a procedimentos médicos
invasivos durante o ano vigente, assim como isolamento de cultura positiva de
MRSA em até 48 horas ap0s a admissdo do paciente no hospital sem histérico
prévio de infeccdo ou colonizacao por MRSA (Millar et al., 2007).

HA-MRSA, por sua vez, causa infec¢Oes principalmente em idosos, bebés e
pacientes imunocomprometidos presentes no ambiente hospitalar. Este patégeno
pode ser transmitido de pessoa para pessoa através dos profissionais da saude,

visitantes dos pacientes ou através do uso de equipamentos médicos, como
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cateteres, sondas e respiradores mecanicos. Caracteriza-se, principalmente, pela
presenca de SCCmec tipos I, II, Il e VI, auséncia de PVL, e pela pouca ou
nenhuma susceptibilidade a outros agentes antimicrobianos. No Brasil, a
prevaléncia de HA-MRSA é de mais de 50% em relacdo as infeccbes por S.
aureus no ambiente hospitalar (Figura 5) (Millar et al., 2007; Stefani e Goglio,

2010; Stefani et al., 2012).

I Singapura |

[ gesconnecido Il <1% [ 15% [7] 510% [ 10-25% [l 2550% [l >50%

Figura 5. Prevaléncia de HA-MRSA (Hospital-associated MRSA) no mundo. HK = Hong Kong.

Fonte: Adaptado de Stefani et al. (2012).

2.5 Clones Epidémicos de MRSA

Clones bacterianos sédo células geneticamente idénticas, descendentes de

um Unico ancestral comum. Com o tempo, membros de um clone podem se
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diferenciar através de recombinacdo, mutacfes ou aquisicdo e perda de
elementos genéticos moveis (Rodriguez-Noriega e Seas, 2010).

Para diferenciacdo de tais clones, sdo necessarias ferramentas moleculares
capazes de distinguir os isolados entre si, e a esse processo é dado o nome de
tipagem molecular. Os métodos mais comumente utilizados sédo a tipagem do
SCCmec, eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), sequenciamento do
gene spa e tipagem de sequéncias multilocus (MLST) (Mehndiratta e Bahlla,
2012; Andrade, 2013).

Existem diversos clones epidémicos de MRSA (definidos pela combinacéo
de técnicas de tipagem molecular) descritos na literatura, como, por exemplo, o
Clone Epidémico Brasileiro (BEC), Ibérico, Nova lorque/Japéo (NY/J), Pediatrico
(PC ou USAB800), entre outros (Gordon e Lowy, 2008; Carvalho et al.,, 2010;
Rodriguez-Noriega et al., 2010). No quadro 3, podem ser observadas algumas

caracteristicas de clones MRSA mundialmente difundidos.

Quadro 3. Exemplos de clones MRSA com suas caracteristicas e dispersao geografica. Fonte:

Adaptado de Enright et al. (2002).

Nome do clone Perfil alélico (MLST) | Tipo de SCCmec Dispersao geografica
Nova loraue/Japso Finlandia, Irlanda, Reino Unido,
(Ng(/\]) P ST5 Il Japdo, Estados Unidos da
América (EUA)
Pediatrico (PC) STS v Franca, Portugal, Reino Unido,
EUA
Irlandés ST8 1] Irlanda, Reino Unido, EUA
EMRSA-15 ou Barnim ST22 v Alemanha, lrlanda, — Suécia,
Reino Unido
Berlin ST45 v Belglpa, Finlandia, Alemanha,
Suécia
. Alemanha, Grécia, Polbnia,
Brasileiro (BEC) ST239 i Portugal, Suécia, EUA, Brasil
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O BEC é o clone mais observado no Brasil e encontra-se disseminado em
varios paises no ambiente hospitalar, como Portugal, Argentina, Uruguai, Chile e
Republica Tcheca (Quadro 3) (Gordon e Lowy, 2008; Rodriguez-Noriega et al.,
2010). Contudo, diversos outros clones epidémicos também s&o observados nos
hospitais brasileiros (De Miranda et al., 2007; Vidal et al., 2009; Silva-Carvalho et
al., 2009; Beltrame et al., 2012; Schuenck et al., 2012). Resultados observados
em pesquisas anteriores descrevem a frequente ocorréncia de determinados
clones internacionais, tais como o BEC, Pediatrico, Nova lorque/Japao, USA400 e
Clone Oceania Sudoeste do Pacifico (OSPC ou SWP) em hospitais brasileiros
(Andrade, 2013). A Figura 6 ilustra a distribuicdo de clones MRSA na América

Latina.

México
Mexicano, NY{J

\\ - Trindade e Tobago

CMRSA-G

Brasil

Brasileiro

Em menor nimero, isclados relacionados com
0s clones: Hungaro, Pediatrico, NY/J, USAB00,
OSPC, WA1, USA300

Outros clones ndo nomeados

—— (SCCmedll e IV)
Colombia
Fediatrico
Cordobes/Chileno
Erasileiro, Ibérico
Paraguai

Cordobes/Chilenc, Brasilgiro

Chile -” _

Brasileiro Uruguai

Cordobes/Chileno Erasileiro, Uruguaio, URSG
Em menor nimero, isclados similares ao

USA400

Argentina

D Maior disseminagéo do clone Brasileiro Brasileiro

Cordobes/Chileno

Pediatrico (resisténcia variavel)

Em menor nimero, clones ndo nomeados
(ST5-MRSA-IVa ou IVc)

D Menor disseminacé&o do clone Brasileiro

Figura 6. Distribuicdo de clones MRSA na América Latina. Fonte: Adaptado de Rodriguez-Noriega

etal., 2010.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Determinar o perfil genético de isolados clinicos de Staphylococcus aureus

relacionados ou nao a clones epidémicos.

3.2 Especificos
1. Investigar fatores de viruléncia nos S. aureus estudados;

2. Estabelecer genoétipos de viruléncia para os isolados de S. aureus

investigados;

3. Identificar possiveis relacGes entre o perfil genético de viruléncia dos isolados

de S. aureus e suas caracteristicas genéticas;

4. Analisar, com énfase nos fatores de viruléncia, o proteoma e secretoma de

dois isolados de S. aureus relacionados a dois clones epidémicos diferentes.
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4. Material e Métodos

4.1 Amostras de S. aureus estudadas

Foram estudados 89 isolados clinicos de S. aureus, nomeados de Sal até
Sa89, provenientes de diversas fontes de infeccdo e diferentes setores dos
hospitais. Destes, 80 isolados foram cedidos pelo Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE); quatro pelo Hospital
Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (HUOC-UPE), e
cinco pelo Pronto Socorro Cardiologico de Pernambuco (PROCAPE). Todos se
encontram estocados na bacterioteca do Departamento de Microbiologia do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, em glicerol-BHI a 80°C.

Os isolados estudados foram previamente analisados por Andrade (2013),
que realizou os seguintes testes de tipagem molecular: sequenciamento do gene
spa, MLST, tipagem do SCCmec e PFGE (Tabela 1). A designacdo de MRSA foi
atribuida aos isolados resistentes a cefoxitina/oxacilina, segundo preconiza o
CLSI (2013), e MSSA, aos isolados sensiveis. As caracteristicas dos S. aureus

podem ser observadas na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1. Isolados clinicos de Staphylococcus aureus estudados e suas caracteristicas.

Distribuicéo
S =l d~e n'o Hospital ST Cl'one CEF/OXA mecA ccr mec SCCmec
aureus Infeccdo ambiente relacionado
hospitalar
Sal Urina Ambulatério HC ST2381 PC R + 2 B \Y]
(USA800)
Secregéo . OSPC
Sa2 Uretral Ambulatério HC ST30 (USA1100) S + 2 - -
Secregéo . NY/J
Sa3 Vaginal Ambulatério HC ST5 (USA100) S + - - -
Sad Urina Ambulatério HC NT - S + 2 - -
Sab Urina Ambulatério HC ST5 - S - A -
Sab Urina Ambulatério HC ST333 - S + 2 - -
Sa7 Urina Ambulatério HC ST239 BEC R + 3 A 1]
Sa8 SeCrecao ) hulatério HC ST45 - s - -
Vaginal
Sa9 Esperma Ambulatério HC NT - S + - - -
Sal0 Secregéo Ambulatério HC ST1 - S - - - -
Uretral
Sall Ponta de Enfermaria HC ST5 - S - - - -
Cateter
. , . PC
Sal2 Urina Ambulatério HC ST1635 (USA800) S + 2 - -
. , . PC
Sal3 Urina Ambulatério HC ST5 (USA800) S - - - -
Sal4 Urina Ambulatério HC ST120 - S + - - -
Sals Urina Enfermaria HC ST30 OSPC S - - - -
(USA1100)
Sal6 Urina Ambulatério HC ST1 USA400 S + - - -
Sal7 Urina Ambulatério HC ST333 - S + - - -
Sals8 Urina Enfermaria HC ST239 BEC R + 3 A 11
Sal9 Urina Ambulatério HC ST239 BEC R + 3 A 11
Sa20 Sangue UTI HC ST239 BEC R + 3 A Il
Sa21l Urina Enfermaria HC ST5 - S - - A -
Sa22 Urina Ambulatério HC ST239 BEC R + 3 A 11
. , . PC
Sa23 Urina Ambulatério HC ST5 (USA800) S - - - -
Sa24 Secrggao de Enfermaria HC ST6 - S + - -
Protese
sa26  FoMAde  pnremaria HC ST1  USA400 S - -
Cateter
Secrecao de
Sa27 Ferida Ambulatério HC ST1 USA400 S + 5 - -
Operatoria
Sa28 Urina Ambulatério HC ST5 PC S - - - -
(USA800)
. . PC
Sa29 Urina Enfermaria HC ST1635 (USA800) S + - - -
Fragmento de . PC
Sa30 Tecido Enfermaria HC ST5 (USA800) R + 2 B v

22



Cont.

Distribuicao
= Sitio dNe no Hospital ST Cl_one CEF/OXA mecA ccr mec SCCmec
aureus Infeccéo ambiente relacionado
hospitalar
Sa31l Lragmento o aria HC  ST239 BEC R m
Osseo Tibia
Ponta de . BC
Sa32 Cateter Enfermaria HC ST45 (USAB0O) S -
Secrecao de PC
Sa33 Ferldfa_ Enfermaria HC ST5 (USA800) R \Y]
Operatoria
L. OSPC
Sa34 Sangue Ambulatério HC ST30 (USA1100) S -
Secrecdo . OSPC
Sa35 Ocular Enfermaria HC ST30 (USA1100) S -
Saze ~ oecrecdo uTI HC ST239 BEC R i
Traqueal
Sag7  Secrecdode o aria HC ST239 ; s ;
Ulcera
Sa38 Fra}gmento Enfermaria HC ST15 - S -
Osseo
Sazg ~ Pomade o maria HC  ST239 BEC R m
Cateter
Sa40 Abscesso da Enfermaria HC ST5 - S -
Coxa
Cultura de
Tecido de . PC
Sa4l Ferida Enfermaria HC ST5 (USA800) R v
Operatéria
Cultura de
Secrecao de . OSPC
Sa42 Cavidade de Enfermaria HC ST30 (USA1100) S -
Tibia
Saqz  Pomade o maria HC  ST239 BEC R m
Cateter
Cultura de
Sa44 Ferida Enfermaria HC ST97 USA400 S -
Operatoria
Saqs Secrecdode o oria HC ST398 - s -
Dreno Toracico
Saqe ~ Culturade o atéic  HC  ST101 - S -
Orofaringe
Sa47 Ponta de UTI HC ST239 BEC R I
Cateter
Sadg  Secrecdode o atéic HC  ST239  BEC R m
Ulcera
Sadg Secrecdode . atério HC ST97  USA400 s :
Orofaringe
Secrecao - OSPC
Sa50 Nasal Ambulatério HC ST30 (USA1100) S -
Ponta de . PC
Sa51 Cateter Enfermaria HC ST1635 (USA800) S -
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Cont.

Distribuicéo
= Sitio dNe no Hospital ST Cl_one CEF/OXA mecA ccr mec SCCmec
aureus Infeccéo ambiente relacionado
hospitalar
sasp  FoMade  premaia HC  ST239 : :
Cateter
Fragmento de
Sasg  ledidode b aria HC ST239 BEC i
Ferida
Operatoria
Ponta de . PC
Sab54 Cateter Enfermaria HC ST5 (USA800) v
Sass  Secrecdo UTI HC ST239 BEC i
Traqueal
Sab56 Ponta de Enfermaria HC ST5 - -
Dreno
Exsudado
Sa57 Purulento do  Enfermaria HC ST239 BEC 11
Antebraco
Fragmento PC
Sa58 Osseo Qe Enfermaria HC ST5 (USA800) v
Quadril
Secrecao de PC
Sab9 Fendf;\_ Enfermaria HC ST5 (USA800) v
Operatoria
Secrecao de
Sa60 Ferida Enfermaria HC ST333 - -
(Transplante)
Sa6l Ponta de Enfermaria HC ST2382 - -
Dreno
Secrecao de
. OSPC
Sa62 Abscesso Enfermaria HC ST30 (USA1100) -
Joelho
sae3  oMade e maria HC ST239 BEC 1
Cateter
saea 0680 Enfermaria HC ST2382 - -
Abdominal
. . OSPC
Sa65 Orofaringe Enfermaria HC ST30 (USA1100) -
Saes  Secrecdo UTI HC ST239 BEC i
Traqueal
Secrecao de
Sa67 Ferida Enfermaria HC ST239 BEC Il
Operatoria
Cultura de
Sa68 Secrecdo de  Enfermaria HC ST25 - -
Ulcera
Tecido PC
Sa69 Superficial e Enfermaria HC ST5 (USA800) \Y
Profundo
Secrecao de L OSPC
Sa70 Axila Ambulatério HC ST30 (USA1100) -
Secrecao de L PC
Sa7l Fistula Direita Ambulatério HC ST5 (USA800) -
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Cont.

Distribuicao
= Sitio dNe no Hospital ST Cl_one CEF/OXA mecA ccr mec SCCmec
aureus Infeccéo ambiente relacionado
hospitalar
Secrecao de
Sa72 Ferida Enfermaria HC ST669 USA400 S - - - -
Operatoria
sa73 Ponta de Enfermaria HC ST239 BEC R + 3 A i
Cateter
Saza Secrecdode o aria HC ST718 ; s + - - ;
Cateter
Sa75 Sangue Enfermaria HC ST718 - S - - - -
Secrecao de L PC
Sa76 Lesdo Frontal Ambulatério HC ST5 (USA800) R + 2 B v
Sa77  OSCreCA0  pioimaria HC ST333 ; s + - - ;
Ocular
Sa78 Nasoorofaringe Ambulatério HC ST97 - S - - - -
Ponta de . PC
Sa79 Cateter Enfermaria HC ST5 (USA800) R + 2 B \Y}
Secrecao de
Sa80 Ferida Ambulatério HC ST5 - S + 3 - -
Operatéria
Sa81 Hemocultura  Ambulatério PROCAPE ST105 NY/J R + 2 A 1]
(USA100)
Secrecao . PC
Sa82 Ocular Enfermaria HUOC ST5 (USA800) R + 2 B v
Sas3 Ferida — , \pulatério PROCAPE  ST333 - s L :
Operatoria
Saga  SSCrECE0 L hulatério PROCAPE — ST45 ; S - ;
Traqueal
Sa85 Hemocultura  Ambulatério PROCAPE ST2383 - S - - - -
Sa86 Secregao Enfermaria HUOC ST239 BEC R + 3 A 1
Secrecdo PC
Sa87 Traqueal UTI HUOC ST5 (USAB00) S + 3 - -
Sa88 Hemocultura  Ambulatério PROCAPE ST15 - S + - - -
~ L. OSPC
Sa89 Lesao Ambulatério HUOC ST285 (USA1100) S - - - -

Legenda: BEC = Clone Epidémico Brasileiro; BC = Clone Berlim; ccr = tipo de complexo ccr
presente no SCCmec; CEF/OXA = Cefoxitina/oxacilina; PC = Clone Pediatrico; HC = Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco; HUOC = Hospital Universitario Osvaldo Cruz da
Universidade de Pernambuco; mec = tipo de complexo mec presente no SCCmec; NY/J = Clone
Nova lorque/Japao; OSPC = Clone Oceania Sudoeste do Pacifico; PROCAPE = Pronto Socorro
Cardiolégico de Pernambuco; R = Resistente; S = Susceptivel; UTI = Unidade de Tratamento
Intensivo.

4.2. Extracdo de DNA e investigacao dos fatores de viruléncia

A extragdo do DNA de S. aureus foi realizada através do protocolo

modificado do kit Instagene (Bio-Rad), onde a quebra da parede bacteriana foi
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realizada através do uso das enzimas Lisozima (10 mg/mL) e Proteinase K (5

mg/mL); e apOs a utilizacdo do kit citado, é feita uma precipitacdo do DNA obtido

com Isopropanol. O protocolo completo, desenvolvido durante este trabalho, pode

ser observado em Anexo 1.

Foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para investigacao

de genes dos seguintes fatores de viruléncia: clfA e clfB (fatores clumping A e B);

fnbA e fnbB (proteinas de ligacdo a fibronectina A e B); cna (proteina de ligacdo

ao colageno); icaA e icaD (proteinas do loco ica); cap5 e cap8 (polissacarideos

capsulares); lukF-PV e lukS-PV (leucocidina Panton-Valentine); seg, sei, sem, sen

e seo (enterotoxinas). As sequéncias dos primers e as referéncias bibliograficas

correspondentes podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados nas PCRs para investigacdo dos fatores de viruléncia.

Tamanho do

Gene Primers Sequéncia de primers (5'— 3’) Sl Referéncia
esperado
(pb)
CIfA CLFA-1 ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 292 Tristan et al
CLFA-2 CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG (2003)
cIfB CLFB-1 ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 205 Tristan et al
CLFB-2 TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC (2003)
FNBA-F CTCAATCATATAACGCAACAGT 202 Ote et al.
fnbA FNBA-R GTACAGTTTTAGGGTCAATA (2011)
FNBB-1 GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 504 Tristan et al.
fnbB FNBB-2 CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC (2003)
cna CNA-1 GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC 534 Tristan et al
CNA-2 AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG (2003)
icaA icaAF TCAGACACTTGCTGGCGCAGTC 493 Campbell et
icaAR TCACGATTCTCTCCCTCTCTGCCATT al (2008)
icaD _icaDF AAACGTAAGAGAGGTGG 936 Vasudevan
icaDR GGCAATATGATCAAGATAC et al (2003)
cap5F ATGACGATGAGGATAGCG Moore e
caps capsR  CTCGGATAACACCTGTTGC 381 "('angf)y
cap8 cap8H F ATCGAAGAACATATCCAAGG 834 Ote et al.
cap8H R TTCATCACCAATACCTTTTA (2011)
PVL-F  TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT Campbell et
PVL PVLR  TCTGCCATATGGTCCCCAACCA 894 al (2008)
seg SEG-1 ACGTCTCCACCTGTTGAAGG 400 Omoe et al
SEG-2 TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG (2002)
SEI-1 GGTGATATTGGTGTAGGTAAC Rosec e
sei 454 Gigaud
SEI-2 ATCCATATTCTTTGCCTTTACCAG (2002)
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Cont.

Tamanho do

Gene Primers Sequéncia de primers (5'— 3’) amplicon Referéncia
esperado
(pb)
SEM-1 CTTGTCCTGTTCCAGTATC Chiang et al
sem 329
SEM-2 ATACGGTGGAGTTACATTAG (2006)
sen SEN-1 ATTGTTCTACATAGCTGCAA 682 Blaiotta et al
SEN-2 TTGAAAAAACTCTGCTCCCA (2004)
seo SEO-1 AGTCAAGTGTAGACCCTATT 534 Blaiotta et al
SEO-2 TATGCTCCGAATGAGAATGA (2004)

A identificacdo dos genes lukS-PV e lukF-PV ocorreu através de uma unica
PCR utilizando apenas um par de primers, o qual compreende uma regiao
equivalente a partes dos genes |lukS-PV e lukF-PV. Desta forma, o produto de
PCR obtido nesta reacéo corresponde a ambos 0s genes.

Para a investigacdo dos genes icaA e icaD, foi desenvolvida uma PCR
duplex, a qual apresenta duas etapas de anelamento com temperaturas diferentes
(uma etapa a 50°C e outra a 60°C), a fim de anelar os dois pares de primers da
reacdo. Foram, entdo, utilizados os seguintes parametros: desnaturacao inicial de
95°C por dois minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
primeiro anelamento (para os primers de icaD) a 50°C por um minuto, segundo
anelamento (para os primers de icaA) a 60°C por um minuto e 30 segundos, e
extensdo a 72°C por um minuto; seguidos por uma extenséo final a 72°C por 10
minutos.

Os genes clfA e cna, bem como clfB e fnbB, foram investigados através de
duas PCRs multiplex, segundo descrito por Tristan et al., 2003. Foram utilizadas
as seguintes condicbes de PCR: desnaturacao inicial de 95°C por dois minutos;
30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por um
minuto, e extensdo a 72°C por um minuto; e uma extensao final a 72°C por 10

minutos.
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Para os demais genes investigados, foram realizadas PCRs uniplex. Para
amplificacdo de cap5, foram utilizadas as mesmas condi¢cdes de PCR ja descritas
para os genes clfA, cna, clfB e fnbB. O mesmo aconteceu para a amplificacdo de
PVL, entretanto foi usada a temperatura de anelamento de 52°C. Para cap8 e
fnbA foram usadas as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial de 94°C por
cinco minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
por 30 segundos (48.4°C para cap8, 48.7°C para fnbA), extensdo a 72°C (por um
minuto e 30 segundos para cap8, e por um minuto para fnbA); extenséo final a
72°C por sete minutos.

Para os genes das enterotoxinas, foram utilizados 50 ciclos térmicos, cada
um consistindo de 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 30 segundos para
anelamento e 72°C por um minuto para extensdo, com desnaturacao inicial de
cinco minutos e extensdo final de 10 minutos. Foram utilizadas diferentes
temperaturas de anelamento para cada primer (55°C para seg, 60°C para sei,
52°C para sen, e 50°C para sem e seo).

Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1% (m/v)
corado com SybrSafe (Life Technologies) e visualizados e fotografados em
transiluminador ultravioleta. Amostras representativas dos produtos de PCR para
cada gene foram purificadas com enzima ExoSAP-IT (Affymetrix) e sequenciados
em sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) utilizando o BigDye Kit
(Applied Biosystems), no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (NPT/CPgAM), para confirmacdo dos amplicons

obtidos.
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4.3. Extracao de proteinas totais de proteoma e secretoma

Dois isolados foram selecionados para este estudo (Sa36 e Sa82),
relacionados aos clones epidémicos internacionais (BEC e PC, respectivamente),
por apresentarem caracteristicas genéticas e epidemiologicas distintas.

O protocolo de extracdo do proteoma e secretoma de S. aureus foi
desenvolvido para o atual trabalho, e pode ser observado de forma completa no
Anexo 2.

Em triplicata, foi realizado pré-inéculo em 5 mL de meio LB dos isolados
Sa36 (relacionado ao BEC) e Sa82 (relacionado ao PC). ApOs o crescimento, foi
acrescentado 200 mL do mesmo meio, e este inoculo foi entdo submetido a
agitacdo 150 rpm por 18 horas.

Para o proteoma, a célula bacteriana foi rompida utilizando glass beads
(gramatura de 0,1 mm?), evitando-se a utilizacdo de qualquer enzima neste
processo. Para 0 secretoma, entretanto, as proteinas foram obtidas dos 200 mL
de meio de cultura.

As proteinas das duas porcdes protéicas foram precipitadas com acido
tricloroacético e posterior utilizacdo de tampéo de SDS saturado com sacarose;
fenol; e metanol com acetato de aménio, para limpeza e purificacdo destas. A
ressuspensao foi feita em tampéao de reidratacdo (uréia, tiouréia, chaps, azul de
bromofenol). As amostras foram quantificadas pelo 2-D Quant kit (GE Healthcare),

de acordo com recomendacdes do fabricante.

4.4 Construcdo de géis uni e bidimensionais

Os procedimentos para constru¢cdo dos géis uni e bidimensionais foram

realizados no Laboratério de Genémica e Protedbmica de Plantas (LGPP).
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As amostras referentes ao proteoma e secretoma foram aplicadas em gel
unidimensional (SDS-PAGE - poliacrilamida 12,5%) para verificacdo da
integridade das duas fracdes protéicas e identificacdo de peptideos via
espectrometria de massas, utilizando 30 pg de cada amostra.

Os secretomas extraidos foram utilizados para eletroforese bidimensional.
Foi realizada focalizacao isoelétrica de 150 ug de proteinas destes secretomas
em sistema de focalizagdo Multiphor Il (GE Healthcare), utilizando fitas de
gradiente de pH (GE Healthcare) de 11 cm, variando do pH 3 ao 11 nédo-linear. A
segunda dimensao da eletroforese foi conduzida em gel vertical de poliacrilamida
12,5%.

Todos os géis de poliacrilamida (unidimensional e bidimensional) foram

corados em Coomassie Brilliant Blue coloidal R250.

4.5 Andlise dos géis, tripsinizacdo e espectrometria de massas

Os géis bidimensionais foram digitalizados no ImageScanner Il (GE
Healthcare) com uso do programa LabScan 6.0 (GE Healthcare), e as imagens
foram analisadas com o auxilio do software Image Master Platinum v7.05 (GE
Healthcare), no LGPP. Para confiabilidade estatistica, foram consideradas apenas
as correspondéncias (matches) cuja ANOVA foi menor ou igual a 0,05.

Foram selecionadas 32 bandas diferenciais do gel unidimensional para
analise por espectrometria de massas. Para tal, foi realizada digestdo com
tripsina, onde as amostras foram desidratadas em acetonitrila 100%, reduzidas
com ditiotreitol 10 mM, alquiladas com iodoacetamida 50 mM, lavados com
bicarbonato de aménio 100 mM, e novamente desidratadas em acetonitrila 100%,

sendo esses Uultimos dois passos repetidos duas vezes. Com as amostras
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desidratadas, as bandas foram incubadas overnight em tripsina (20 ng/uL) e
bicarbonato de amoénio 50 mM a 37°C. Em seguida, os peptideos tripsinizados
foram extraidos do gel com tampao TFA (acido trifluoroacético 5%, acetonitrila
50%) duas vezes, e por fim, secos em centrifuga a vacuo e armazenados a -20°C.

Os peptideos obtidos foram analisados via espectrometria de massas para
identificacdo presumivel em analisador AutoFlex Ill ToF/ToF (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) localizado no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE). Os espectros de massa dos peptideos foram submetidos a
identificacéo presumivel pelo software online MASCOT
(http://www.matrixscience.com) utilizando o NCBI como base de dados. A
ontologia génica foi realizada através do software online QuickGO
(http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/), com base de dados UniProt, e a relacdo dos
peptidios obtidos com os genes presentes no genoma de S. aureus foi realizada
utilizando a ferramenta online tblastn do NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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5. Resultados

5.1 Investigacao molecular de fatores de viruléncia

Todos os S. aureus estudados apresentaram no minimo 08 e no maximo 15
dos genes investigados, sendo que os mais frequentes foram icaA, icaD e clfA (89
isolados, correspondente a 100%), seguidos por seg (88/89, 98,8%); clfB e fnbA
(86/89, 96,6%); sem (81/89, 91%); seo (80/89, 89,8%); sen (78/89, 87,6%); sei
(73/89, 82%); cap8 (65/89, 73%); fnbB (57/89, 64%); PVL (55/89, 61,8%); cap5

(44/89, 49,4%); e por fim, cna (41/89, 47,1%) (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Frequéncias dos fatores de viruléncia encontradas nos S. aureus estudados.
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Wl «— 936 pb

S l+— 381 pb

C ol A+ 702 pb

Figura 8. Géis representativos dos produtos de PCR: A) clfA (292 pb) e cna (423 pb) do lado
esquerdo da foto; clfB (205 pb) e fnbB (524 pb) do lado direito; B) icaA (936 pb) e icaD (381 pb);
C) fnbA (702 pb); D) PVL (894 pb); E) cap5 (881 pb); e F) cap8 (834 pb). MM — Marcador de peso
molecular; Colunas 1, 2, 3, 4 e 5 — Sa51, Sa52, Sa53, Sa54 e Sab55; Colunas 6, 7, 8, 9 e 10 —
Sadl, Sad?2, Sa43, Sad4 e Sad5; Colunas 11 e 12 — MRSA 4673 (controle positivo) e Sa66;
Colunas 13 e 14 — Sa2 e Sa89; Colunas 15, 16 e 17 — Sal, Sa58 e Sa79; Colunas 18, 19 e 20 —

Sa66, Sa67 e Sa70.

Agrupando-se os genes investigados, puderam ser observados 39 gendtipos

distintos (Tabela 3).
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Tabela 3. Gendtipos de viruléncia encontrados nos Staphylococcus aureus estudados.

Genotipos Quzlasng:gggg de Freq(l;/sncia
1. PVL +icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap5 + cap8 + egc 10 11,24
2. PVL +icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap8 + egc 9 10,11
3. PVL +icaAD + clfAB + fnbA + cap8 + egc 4 4,49
4. icaAD + clfAB + fnbAB + cap8 + egc 4 4,49
5. PVL +icaAD + clfAB + fnbA + cap5 + egc incompleto 4 4,49
6. PVL + icaAD + clfAB + fnbA + cha + cap8 + egc 4 4,49
7. PVL +icaAD + clfAB + fnbAB + cap8 + egc 4 4,49
8. icaAD + cIfAB + fnbA + cap5 + egc 3 3,37
9. icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap8 + egc incompleto 3 3,37
10. icaAD + clfAB + fnbA + cna + cap5 + cap8 + egc incompleto 3 3,37
11. PVL +icaAD + clIfAB + fnbAB + cap5 + cap8 + egc 3 3,37
12. icaAD + clfAB + fnbAB + cap5 + egc 2 2,25
13. icaAD + clfAB + fnbA + cna + cap8 + egc 2 2,25
14. icaAD + clfAB + fnbAB + cap5 + cap8 + egc incompleto 2 2,25
15. icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap5 + cap8 + egc incompleto 2 2,25
16. icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap8 + egc 2 2,25
17. PVL + icaAD + clfAB + fnbAB + cap8 + egc incompleto 2 2,25
18. PVL + icaAD + clIfAB + fnbAB + cna + cap8 + egc incompleto 2 2,25
19. PVL +icaAD + clfAB + fnbA + cap5 + cap8 + egc 2 2,25
20. PVL + icaAD + clfA + fnbAB + cap5 + cap8 + egc 2 2,25
21. PVL +icaAD + clfAB + fnbAB + cna + cap5 + egc 2 2,25
22. icaAD + cIfAB + fnbA + egc 1 1,12
23. icaAD + cIfAB + cap5 + egc 1 1,12
24. icaAD + cIfAB + fnbA + cap8 + egc 1 1,12
25. icaAD + cIfAB + fnbA + cap5 + cap8 + egc 1 1,12
26. icaAD + clIfAB + fnbA + cap5 + egc incompleto 1 1,12
27. icaAD + cIfAB + fnbA + cap8 + egc incompleto 1 1,12
28. icaAD + cIfAB + fnbA + egc incompleto 1 1,12
29. icaAD + cIfAB + fnbAB + cap5 + egc incompleto 1 1,12
30. icaAD + clfAB + fnbAB + cha + cap5 + egc incompleto 1 1,12
31. icaAD + clfAB + fnbB + egc incompleto 1 1,12
32. icaAD + clfAB +fnbA + cap8 + egc incompleto 1 1,12
33. PVL +icaAD + clfAB + fnbA + egc 1 1,12
34. PVL + icaAD + clfAB + fnbAB + egc 1 1,12
35. PVL +icaAD + clfAB + fnbA + cap5 + egc 1 1,12
36. PVL + icaAD + clfAB + fnbAB + egc incompleto 1 1,12
37. PVL + icaAD + cIfAB + fnbAB + cap5 + egc 1 1,12
38. PVL +icaAD + clfAB + fnbB + cna + cap5 + egc 1 1,12

39. PVL + icaAD + clfA + fnbAB + cna + cap5 + cap8 + egc 1 1,12

Legenda: egc, aos cinco genes que compdem este cluster em conjunto; egc incompleto, quando
no minimo um dos genes do cluster esta presente.
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Considerando-se apenas os 31 isolados clinicos MRSA no presente estudo,
pode-se observar que 21 (67,7%) foram positivos para PVL; 31 (100%) para
genes do loco ica e clfA; 29 (93,5%) para clfB; 30 (96,7%) para fnbA; 23 (74,1%);
para fnbB; 19 (61,3%) para cna, 18 (58%) para cap5; 23 (74,1%) para cap8; 30
(96,7%) para seg; 24 (77,4%) para sei; 29 (93,5%) para sem; 28 (90,3%) para sen

e seo (Figura 9).
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Figura 9. Nimero de isolados MRSA e MSSA positivos para cada fator de viruléncia investigado.

De maneira geral, todos os isolados clinicos estudados mostraram um perfil
de viruléncia bastante diverso, sejam eles sensiveis ou resistentes (Tabela 4).
Nenhum dos isolados MSSA ou MRSA relacionados a algum clone epidémico
apresentou um gendétipo especifico.

Entre os 19 resistentes que apresentavam SCCmec do tipo Il e foram

relacionados ao Clone Epidémico Brasileiro (BEC), 13 foram positivos para a
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leucocidina Panton-Valentine, enquanto que entre os 11 S. aureus relacionados
ao clone pediatrico (PC) que possuiam SCCmec tipo IV, sete foram positivos para
PVL. Todos os isolados MSSA relacionados ao Clone Oceania Sudoeste do
Pacifico (OSPC), que ndo possuiam 0 gene mec, mostraram-se positivos para
PVL (Tabela 4).

Em relacdo aos MSCRAMMSs, entre os MSSA, apenas Sa32 (BC/Clone
Berlim) mostrou-se negativo para clfB, e Sa29 (PC/Clone Pediatrico) e Sa77 nao
comportaram o gene fnbA. Foi observado que todos os MRSA deste estudo
apresentaram-se positivos para clfA, clfB e fnbA (com excecdo de Sa31l e Sa36,
ambos BEC, negativos para clfB, e Sa63, também BEC e negativo para fnbA).
Todos os MRSA relacionados ao BEC, também comportaram o fator fnbB.
Entretanto, dos 11 MRSA relacionados ao PC, apenas quatro comportaram este
gene. Os unico MRSA relacionado ao clone Nova lorque/Japdo também n&o
apresentou fnbB.

Apenas 23 de 58 MSSA (39,6% destes) foram positivos para cna, incluindo
seis de 10 relacionados ao OSPC e trés de seis relacionados ao USA400. Entre
0s 19 MRSA relacionados ao BEC, 15 foram positivos para cna; e entre os 11
relacionados ao PC, apenas quatro. O MRSA relacionado ao Clone Nova
lorque/Japdo mostrou-se negativo para fnbB e cna (Tabela 4).

Em relacdo a capsula polissacaridica, foram observados quatro genotipos
diferentes: 18 isolados (20,2%) foram positivos para cap5; 39 (43,8%), positivos
para cap8; 6 (6,7%) apresentaram-se negativos para ambos os genes; e 26
(29,5%) mostraram-se positivos para os dois tipos de capsula. Mais uma vez
restrigindo os resultados aos isolados MRSA, 9 dos 19 (47,4%) isolados

relacionados ao BEC mostraram-se positivos para cap5 e 17 (89,5%), para cap8,
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sendo que 7 (36,8%) isolados apresentam os dois genes concomitantemente. Por
sua vez, 9 dos 11 (81,8%) isolados MRSA relacionados ao PC possuem cap5, 5
(45,4%) possuem cap8, e 4 (36,4%) mostraram-se positivos para 0s dois genes.
O isolado relacionado ao NY/J apresentou-se positivo apenas para cap8. Quanto
aos isolados sensiveis, 26 (44,8% dos MSSA) mostraram-se positivos para capb,
42 (72,4%) para cap8, porém 15 (25,8%) apresentaram ambos os alelos.

Dos 41 isolados que carreiam o0 gene cnha, todos foram encontrados
concomitantes a um ou mais alelos da capsula polissacaridica, sendo que 16
(39%) S. aureus entre os 41 apresentavam os dois alelos; 21 (51,2%), apenas
cap8; e 4 (9,7%), apenas a cap5 (Tabela 4).

O cluster egc é geralmente constituido pelos cinco genes aqui investigados
mais dois pseudogenes nomeados @ent1 e @ent2. Visto que estes pseudogenes
nao foram investigados, o termo “cluster egc completo” sera utilizado para
designar o cluster egc composto pelos cinco principais genes que o compdem.
Dos 89 isolados de S. aureus estudados, 63 (70,9%) isolados, sendo 41 MSSA e
22 MRSA, comportam o egc completo. Todos os 10 MSSA relacionados ao
OSPC, trés dos seis relacionados ao USA400 (os mesmos trés acima citados
como positivos para cna) e o Unico isolado relacionado ao BC estdo entre os
MSSA que possuem o egc completo.

Os 19 S. aureus relacionados ao BEC possuiram no minimo dois genes
enterotoxigénicos, e 12 isolados possuiram o0s cinco genes. Dos isolados
relacionados com o Clone Pediatrico (USA800), nove comportaram todos 0s
genes do cluster egc, exceto os isolados Sal (positivo para 0s genes seg e seo) e
Sa76 (negativo apenas para o gene seo). O isolado MRSA relacionado ao clone

Nova lorque/Japao também comporta o cluster completo (Tabela 4).
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Vérios produtos de PCR de alguns dos genes foram sequenciados para
confirmacédo das amplificacGes ou utilizagdo como controle positivo nas reacgoes, e
todos foram corretamente identificados, quando comparadas as sequéncias do
banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a ferramenta
BLAST. Ao total, foram sequenciados 16 isolados para PVL, seis para icaA, 13
para icaD, um para fnbA, 13 para fnbB e 14 para cha.

Interessantemente, os trés isolados relacionados ao BEC (Sal8, Sal9 e
Sa20) que foram sequenciados para o0 gene icaD, apresentavam quatro
polimorfismos iguais, quando alinhados, utilizando o software MEGA (v. 6.06),
frente as sequéncias das cepas de referéncia COL, Mu50, N315 e Newman
(obtidas no banco de dados NCBI), e um polimorfismo que diferenciava apenas as
cepas COL e Newman. Quando uma cepa sequenciada BEC foi adicionada ao
alinhamento, para verificar se tais polimorfimos poderiam ser artefatos do
sequenciamento, os mesmos foram encontrados. Foram eles: sitio 51 (T — C);
sitio 55 (G — A); sitio 84 (T — G, polimorfismo também presente nas cepas COL

e Newman); sitio 252 (A — T); e sitio 290 (G — A) (Figura 10).
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias de DNA do gene icaD para as cepas de referéncia COL,

Mu50, N315, Newman e BEC, e para os isolados Sal8, Sal9 e Sa20. Em destaque, polimorfismos

de base Unica (SNPs) exclusivos dos isolados relacionados ao BEC. Imagem do alinhamento

gerada pelo programa BioEdit.

A PCR realizada para icaD gerou um produto de PCR que compreende o

ATG inicial e um TGA final. Realizando uma traducéo in silico, também através do

programa MEGA (v. 6.06), foi possivel observar que os trés isolados clinicos

relacionados ao BEC e a sequéncia de referéncia do BEC possuiam duas trocas
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de aminoacidos, ambas para aminoacidos com as mesmas propriedades, uma na

posicao 19 (valina — isoleucina) e outra na posi¢cao 97 (arginina — lisina) (Figura

11).
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Figura 11. Alinhamento das sequéncias de proteinas obtidas através de traducéo in silico para as

cepas de referéncia COL, Mu50, N315, Newman e BEC, e para os isolados Sal8, Sal9 e Sa20.

Em destaque, aminoéacidos alterados exclusivamente nos isolados relacionados ao BEC. Imagem

do alinhamento gerada pelo programa BioEdit.

As principais caracteristicas dos S. aureus estudados e os resultados
obtidos para presenca ou auséncia dos fatores de viruléncia pesquisados podem

ser observados na Tabela 4.

40



Tabela 4. Investigacéo de fatores de viruléncia nos isolados clinicos de Staphylococcus aureus estudados.

aurséus r?(l)sgl;:qbpljilagniz MLST relafc!ioonneado CEF/OXA SCCmec PVL icaA icaD clIfA cIfB fnbA fnbB cna cap5 cap8 egc
hospitalar
Sal Ambulatério ST2381 PC (USA800) R \% + + + + + + - - + - seg + seo
Sa2 Ambulatério ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + - - - + egc
Sa3 Ambulatério ST5 NY/J (USA100) S - + + + + + + - - + - seg + seo
Sa4 Ambulatério NT - S - + + + + + + - - + - seg + seo
Sa5 Ambulatério ST5 - S - + + + + + + - - + - egc
Sa6 Ambulatério ST333 - S - + + + + + + + - - + egc
Sa7 Ambulatério ST239 BEC R 1] + + + + + + + - - + egc
Sa8 Ambulatério ST45 - S - + + + + + + - + - + egc
Sa9 Ambulatério NT - S - + + + + + + - - + - seg + sei + sem + seo
Sal0 Ambulatério ST1 - S - + + + + + + - - - + egc
Sall Enfermaria ST5 - S - - + + + + + + - + - egc
Sal2 Ambulatério ST1635 PC (USA800) S - - + + + + + + - + - egc
Sal3 Ambulatério ST5 PC (USA800) S - - + + + + + + - - + egc
Sal4 Ambulatério ST120 - S - - + + + + + - + - + egc
Salb Enfermaria ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + - + - + egc
Sal6 Ambulatério ST1 USA400 S - - + + + + + + + - + egc
Sal7 Ambulatério ST333 - S - - + + + + + + - - + egc
Sal8 Enfermaria ST239 BEC R 1] - + + + + + + + - + egc
Sal9 Ambulatério ST239 BEC R 1 - + + + + + + + - + seg + sem + sen + seo
Sa20 UTI ST239 BEC R 1 - + + + + + + + + + sem + sen + seo
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Cont.

aurséus r?(lnsgl;:qbpljilagniz MLST relafc!ioonneado CEF/OXA SCCmec PVL icaA icaD clIfA cIfB fnbA fnbB cna cap5 cap8 egc
hospitalar
Sa2l Enfermaria ST5 - S - - + + + + + - - + - egc
Saz22 Ambulatério ST239 BEC R 1l - + + + + + + + + - seg + sem + sen + seo
Sa23 Ambulatério ST5 PC (USA800) S - - + + + + + + - - + egc
Saz4 Enfermaria ST6 - S - - + + + + + - - - - egc
Sa25 Ambulatério ST1 - S - - + + + + + - + - + egc
Saz26 Enfermaria ST1 USA400 S - + + + + + + + - - + seg + sem + sen + seo
Saz27 Ambulatério ST1 USA400 S - - + + + + + - - - - seg + sem + sen + seo
Sa28 Ambulatério ST5 PC (USA800) S - - + + + + + - - + - seg + sei + sen
Sa29 Enfermaria ST1635 PC (USA800) S - - + + + + - - - + - egc
Sa30 Enfermaria ST5 PC (USA800) R v - + + + + + - - + - egc
Sa31 Enfermaria ST239 BEC R 1]} + + + + - + + - + + egc
Sa32 Enfermaria ST45 BC (USA600) S - + + + + - + + - + + egc
Sa33 Enfermaria ST5 PC (USA800) R v + + + + + + + - + + egc
Sa34 Ambulatério ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + + - + + egc
Sa35 Enfermaria ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + + - + + egc
Sa36 UTI ST239 BEC R 1 + + + + - + + + + + egc
Sa37 Enfermaria ST239 - S - + + + + + + + + + + egc
Sa38 Enfermaria ST15 - S - - + + + + + + + + + seg + sem + sen + seo
Sa39 Enfermaria ST239 BEC R 11 + + + + + + + + + + egc
Sa40 Enfermaria ST5 - S - + + + + + + + + + + egc
Sa4l  Enfermaria ST5 PC (USA800) R \Y; + + + + + + + + + ; egc
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Cont.

aurséus r?(lnsgl;:qbpljilagniz MLST relafc!ioonneado CEF/OXA SCCmec PVL icaA icaD clIfA cIfB fnbA fnbB cna cap5 cap8 egc
hospitalar
Sa42 Enfermaria ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + + + - + egc
Sa43 Enfermaria ST239 BEC R 1l + + + + + + + + + + egc
Sad4 Enfermaria ST97 USA400 S - + + + + + + + + + + egc
Sa45 Enfermaria ST398 - S - + + + + + + + + + + egc
Sa46 Ambulatério ST101 - S - + + + + + + + - - + egc
Sa47 UTI ST239 BEC R 1 + + + + + + + + - + egc
Sa48 Ambulatério ST239 BEC R 1 + + + + + + + + - + egc
Sa49 Ambulatério ST97 USA400 S - + + + + + + + + + + egc
Sa50 Ambulatério ST30 OSPC (USA1100) S - + + + + + + + + - + egc
Sa51 Enfermaria ST1635 PC (USA800) S - - + + + + + - - - + seg + sei + sem + sen
Sab52 Enfermaria ST239 - S - - + + + + + + + - + seg + sei + sem + sen
Sa53 Enfermaria ST239 BEC R 1l + + + + + + + + - + egc
Sab4 Enfermaria ST5 PC (USA800) R v + + + + + + - - - - egc
Sab55 UTI ST239 BEC R 1l - + + + + + + + - + seg + sei + sem + sen
Sab6 Enfermaria ST5 - S - + + + + + + + - - - egc
Sa57 Enfermaria ST239 BEC R 1 + + + + + + + + - + seg + sem + sen
Sab8 Enfermaria ST5 PC (USA800) R \Y + + + + + + + - + - egc
Sab9 Enfermaria ST5 PC (USA800) R \% - + + + + + - - + - egc
Sa60 Enfermaria ST333 - S - + + + + + + + - - - seg + sei + sem + seo
Sa6l Enfermaria ST2382 - S - + + + + + + + + - + seg + sen + seo
Sa62  Enfermaria ST30  OSPC (USA1100) S - + + + + o+ o+ + + - + ege
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Cont.

S.
aureus

Distribuicao
no ambiente
hospitalar

MLST

clone
relacionado

CEF/OXA SCCmec

clfA clfB fnbA fnbB cna

egc

Sa63

Enfermaria

ST239

BEC

egc

Sa64

Enfermaria

ST2382

egc

Sa65

Enfermaria

ST30

OSPC (USA1100)

egc

Sa66

UTI

ST239

BEC

egc

Sa67

Enfermaria

ST239

BEC

egc

Sa68

Enfermaria

ST25

egc

Sa69

Enfermaria

ST5

PC (USA800)

egc

Sa70

Ambulatério

ST30

OSPC (USA1100)

egc

Sa71l

Ambulatério

ST5

PC (USA800)

egc

Sa72

Enfermaria

ST669

USA400

seg + sem + seo

Sa73

Enfermaria

ST239

BEC

seg + seo

Sa74

Enfermaria

ST718

seg + seo

Sa75

Enfermaria

ST718

seg + seo

Sa76

Ambulatério

ST5

PC (USA800)

seg + sei + sem + sen

Sa77

Enfermaria

ST333

seg + sei + sem

Sa78

Ambulatério

ST97

seg + sei + sem

Sa79

Enfermaria

ST5

PC (USA800)

egc

Sa80

Ambulatério

ST5

seg + sei + sem + sen

Sa81l

Ambulatério

ST105

NY/J (USA100)

egc

Sa82

Enfermaria

ST5

PC (USA800)

egc

Sa83

Ambulatério

ST333

| | O|TOOOIT| OLOL|IT| OOV

egc
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Cont.

S Distribuicao clone
i no ambiente  MLST ; CEF/OXA SCCmec PVL icaA icaD clIfA clfB fnbA fnbB cna cap5 cap8 egc
aureus ; relacionado
hospitalar

Sa84 Ambulatério ST45 - S - + + + + + + - + - + egc

Sa85 Ambulatério ST2383 - S - + + + + + + - - - + egc

Sa86 Enfermaria ST239 BEC R 1 + + + + + + + - - + seg + sem + sen + seo

Sa87 UTI ST5 PC (USA800) S - + + + + + + - - + + egc

Sa88 Ambulatério ST15 - S - + + + + + + + - - + egc

Sa89 Ambulatério ST285 OSPC (USA1100) S - + + + + + + - - + + egc
Legenda: + = positivo para o gene; - = negativo para o gene; BEC = Clone Epidémico Brasileiro; BC = Clone Berlim; CEF/OXA = Cefoxitina/oxacilina; egc =

cluster génico de enterotoxinas; MLST = Tipagem de sequéncias multilocus; NT = nado-tipavel; NY/J = Clone Nova lorque/Japdo; OSPC = Clone Oceania
Sudoeste do Pacifico; PC = Clone Pediatrico; R = Resistente; S = Susceptivel; SCCmec = cassete cromossdmico estafilococico mec; UTI = Unidade de
Tratamento Intensivo.
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5.2 Andlise do proteoma e secretoma de dois isolados de

Staphylococcus aureus

Foram analisadas proteinas solUveis de S. aureus, com o intuito de observar

0 padrdo de expressao protéica de dois isolados relacionados a clones diferentes.

Para tal, foram utilizados os isolados Sa36 e Sa82 (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas epidemiologicas e genéticas dos isolados de Staphylococcus aureus

Sa36 e Sa82.
Distribuicao Cees
S. Sitio de . Clone Tipode encontrados em Genes encontrados
~ no ambiente :
aureus Infeccéo ; relacionado SCCmec estudos no presente estudo
hospitalar .
anteriores
Secrecio PVL, icaAD, clfA,
Sa36 & UTI BEC Il - fnbAB, cna, cap5,
Traqueal
cap8 e egc completo
Secrecio PVL, icaAD, CclIfAB,
Sag?2 Oculgr Enfermaria PC \Y tst fnbA, cna, cap8 e

egc completo

A Figura 12 mostra o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE (12,5%), realizado para analise da integridade protéica e visualizacdo de

possiveis bandas diferenciais.
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Figura 12. Proteinas totais de Staphylococcus aureus em gel SDS-PAGE (12,5% acrilamida). MM
— Marcador de baixo peso molecular (em kDA); A) Colunas 1, 2 e 3 — triplicatas do proteoma de
Sa36/BEC; Colunas 4, 5 e 6 — triplicatas do proteoma de Sa82/PC; B) Colunas 7, 8 e 9 — triplicatas

do secretoma de Sa36/BEC; e Colunas 10, 11 e 12 — triplicatas do secretoma de Sa82/PC.

Quando comparadas as amostras entre si (proteoma de Sa36 com proteoma
de Sa82, e secretoma de Sa36 com secretoma de Sa82), foram identificadas seis
bandas diferenciais no proteoma de Sa36, 11 no proteoma de Sa82, seis no
secretoma de Sa36, e 9 no secretoma de Sa82 (Figura 13). Este total de 32
bandas foram excisadas do gel e analisadas através de espectrometria de massa,

para anotacdo presumivel da identidade dos peptideos obtidos (Tabela 6).
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Figura 13. Esquema de corte das bandas de gel SDS-PAGE (12,5% acrilamida) de proteinas totais
de S. aureus. A) proteoma e B) secretoma totais de S. aureus em SDS-PAGE (12,5% acrilamida).
MM — Marcador de baixo peso molecular em kDA; A) Colunas 1, 2 e 3 — triplicatas do proteoma de
Sa36/BEC; Colunas 4, 5 e 6 — triplicatas do proteoma de Sa82/PC; B) Colunas 1, 2 e 3 — triplicatas

do secretoma de Sa36/BEC; Colunas 4, 5 e 6 — triplicatas do secretoma de Sa82/PC.
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Tabela 6. Anotacéo presumivel dos peptideos obtidos a partir de bandas diferenciais do gel SDS-PAGE do proteoma e secretoma de Staphylococcus aureus.

Proteoma de Sa36

AEEE Anotacdo Presumivel Aces:so a Peptideo de Maior Massa Predito Score e-value Match Espécie Observacéao
do gel Referéncia

Proteoma 1  DiS(5-nucleosil)- gi[727748184 K.DSNVLTTTGVIKDADNMTLDSGFYK.T 111 6,3e-05 18 S. aureus

tetrafosfatase
Proteoma 2 Lipase 0i|686366614 K.QVNMGNSQEDTVTAQSIGDQQTR.E 213 4e-15 28 S. aureus
Proteoma 3 Glutamil endopeptidase 0i|600331719 K.GEAMQYDLSTTGGNSGSPVFNEK.N 102  0,0005 13 S. aureus
Proteoma 4 a-hemolisina 0i|446780219 K.ASSLLSSGFSPDFATVITMDRK.A 223  4e-16 24 S. aureus
Proteoma 5 Na&o identificado
Proteoma 6 Serino-protease 0i|686395898 K.IINYPGKEDVSVIQVEER.A 110 7,9e-05 9 S. aureus

Proteoma de Sa82
ALY Anotacdo Presumivel Aces:so a Peptideo de Maior Massa Predito Score e-value Match Espécie Observacéao
do gel Referéncia
Proteoma 7 Adesina 0i|658429511 R.NLTQTNTSDDKVATITSGNK.S 83 0,043 8 S. aureus
Proteoma 8 Lipase 0i|446764776 R.ENDGLVSVISSQHPFNQAYTNATDK.I 113  4e-05 16 S. aureus
. . : Alicyclobacillus Familia:
Proteoma 9 Aldeido-desidrogenase 0i|657610022 K.YTGEALGAIREATAAEVDLAVAAAER.S 84 0,029 10 - . .
macrosporangiidus Alicyclobacillaceae

Proteoma 10 Fator de alongamento Ts  @gi|727720154 R.IGVLTVVEGSTDEEAARDIAMHIAAINPK.Y 85 0,023 10 S. aureus
Proteoma 11 Cisteino-protease 0i|686444274 K.NTVTPTKVEENEAIQEDQVQYENTLK.N 88 0,011 12 S. aureus
Proteoma 12 Clicerofosforil diester gil126031711 - EQTNQIANKPQAIQWHTNLTNER F 210 7,9e-15 19 S. aureus

fosfodiesterase

Nuclease - Cadeia A 0i|15826767 K.VAYVYKPNNTHEQLLRK.S 130 7,9e-07 17 S. aureus
Proteoma 13 - o qulador transcricional  gi|516407888 R.YIEINOLNAGDKLPSER.E 103 00004 12  Oceanobacilus Familia:

kimchii Bacillaceae

Proteoma 14 N&o identificado
Proteoma 15 B-lactamase 0i|686439691 K.QIDLTKENVYDDFNK.K 99  0,0011 11 S. aureus
Proteoma 16 Proteina hipotética 0i|446692350 K.DSYTANLFDSNSIKQININVK.T 87 0,016 8 S. aureus
Proteoma 17 Proteina hipotética 0i[504331771 R.GGEADSSPLRAASPMVSGMGGFK.E 82 0048 5 Clostridium Classe: Clostridia

acetobutylicum
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Cont.

Secretoma de Sa36

Frzgmento Anotacdo Presumivel Aces§0 a Peptideo de Maior Massa Predito Score e-value Match Espécie Observacéao
o gel Referéncia
Secretoma 1 Fator de alongamento P 0i|487703990 R.VLDGAVTVLDAQSGVEPQTETVWR.Q 89 0,01 16 S. aureus
Secretoma 2 Fator de alongamento Tu  @i|658782539 K.NMITGAAQMDGGILVVSAADGPMPQTR.E 209 1le-14 26 S. aureus
]fl’“’te'”a de gancho 0i[489818000 K.AFFAIQPESLGKVEVLLK.K 87 0017 12 Listeria _Familia:
agelar monocytogenes Listeriaceae
Secretoma 3 Gliceraldeido-3-fosfato
desi 0i|686445204 K.VAAWYDNEMSYTAQLVR.T 83 0,043 12 S. aureus
esidrogenase
a-hemolisina 0i|340707548 K.ASSLLSSGFSPDFATVITMDRK.A 122  5e-06 17 S. aureus
Secretoma 4 Subunidade B do _
componente E1 de 0i|486363730 R.SPFGGGVHTPELHADNLEGILAQSPGLK.Y 109 0,0001 15 S. aureus
piruvato desidrogenase
Secretoma 5 6-fosfofructoquinase 0i|548303546 K.IGVLTSGGDAPGMNAAIRAVVR.T 94  0,0031 7 Ruminococcus sp.  Ordem: Clostridia
Secretoma 6 Tagatose-6-fosfato quinase gil496178033 K.LNIYEMVVALGRVSAVFVSK.D 99 00011 9 Pedpl}gpéz?]'i'ius Ordem: Clostridia
Secretoma de Sa82
Frz(ajgmento Anotacao Presumivel Aces:so a Peptideo de Maior Massa Predito Score e-value Match Espécie Observacéao
o gel Referéncia
Manosil-glicoproteina
Secretoma 8 endo-B-N- 0i|656012059 R.FINVEIVHTHDYASFAR.S 112 5e-05 18 S. aureus
acetilglicosamidase
Familia protéica N-
Secretoma 9 acetilmuramoil-L-alanina 0i|659949003 K.AYLVDTAKPTPTPTPKPSTPTTNNK.L 130 7,9e-07 18 S. aureus
amidase
Manosil-glicoproteina
Secretoma 10 endo-fB-N- 0i|446997264 R.WNPAHPGTHQYATDVDWANINAK.I 147 1,6e-08 24 S. aureus
acetilglicosamidase
j“cc'”'.'"?"am'mp'me'ato gil686300697 R.IATVENPELSFASKYR.Y 160 7,9e-10 21 S. aureus
Secretoma 11 _desuccinilase
Fator de alongamento Ts  (i|446123531 K.GNDAVIVEINSETDFVAR.N 93 4e-03 15 S. aureus
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Cont.

Secretoma de Sa82

AEEE Anotacédo Presumivel AcessAo a Peptideo de Maior Massa Predito Score e-value Match Espécie Observacéao
do gel Referéncia
Secretoma 12 SS&?}}E%‘G‘)E'”“ 0i[686154383 R.WPGSYSVSIQNVDDNNNTNVTDFAPK.N 137 1,6e-07 17 S. aureus
Secretoma 13 Proteina hipotética gi|681105049 R.VKITIQTPPGYELK.N 89 9,5e-03 7 Peptoniphilus sp.  Ordem: Clostridia
Secretoma 14 Nao identificado
Secretoma 15 Proteina geral de stress 0i|686194877 R.KDLSNAGAHVVDESVVVDNNIVTSR.V 90 8,3e-03 6 S. aureus
Egoste'”a L6 ribossomal 0i[686171343 K.EQVGALASNIRSVRPPEPYK.G 97 15e03 7 S. aureus
Secretoma 16 inil-diaminopimelat .
succini-claminopimetato 1686434492 K. NNNWHVHWSVIANDLK.Y 96 2,1e-03 10 S. aureus

desuccinilase
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Comparando-se os proteomas das cepas analisadas, os peptideos anotados
bis(5’-nucleosil)-tetrafosfatase, glutamil endopeptidase, a-hemolisina e serino
protease foram exclusivos de Sa36/BEC; enquanto o0s peptideos adesina
(correspondente a Cna), aldeido-desidrogenase, o fator de alongamento Ts,
cisteino protease, glicerofosfodiester diesterase, nuclease, um regulador
transcricional, B lactamase (enzima responsavel pela resisténcia a antibioticos 3
lactamicos), e duas proteinas hipotéticas foram exclusivas para o proteoma de
Sa82/PC.

Em relacédo ao secretoma, os fatores de alongamento P e Tu, uma proteina
de gancho flagelar, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, a-hemolisina
(também encontrada no proteoma desta cepa), piruvato desidrogenase, 6-
fosfofructoquinase e tagatose-6-fosfato quinase foram observados exclusivamente
em Sa36/BEC; e o0s peptideos manosil-glicoproteina  endo-B-N-
acetilglicosamidase, N-acetilmuramoil-L-alanina amidase, succinil-
diaminopimelato desuccinilase, o fator de alongamento Ts (também encontrado
no proteoma), gama hemolisina, uma proteina hipotética, uma proteina
ribossomal, e uma proteina geral de estresse, foram observados exclusivamente
em Sa82/PC.

Apenas a lipase foi observada no proteoma de ambas as cepas analisadas,
porém diferencialmente expressa, apresentando pesos moleculares distintos no
gel SDS-PAGE (bandas correspondentes aos proteomas dois e oito na Figura
13A).

A localizagdo subcelular e o processo biolégico ou funcdo dos peptideos
identificados foram obtidos, assim como a identificacdo dos genes

correspondentes aos peptideos (Tabela 7, Figuras 14, 15 e 16).
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Tabela 7. Anotacao ontolégica, correspondéncia génica, e relagdo com a viruléncia dos peptideos obtidos a partir de bandas diferenciais do gel SDS-PAGE

do proteoma e secretoma de Staphylococcus aureus.

Proteoma de Sa36

Gene Gene

RECE Anotacdo Presumivel Espécie Fungao_ ou R Correspondente score e-value Correspondente Fl_mggo na
gel Processo Biolédgico Subcelular o Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Proteoma 1  PiS(5-nucleosil)- S. aureus Ades&o Celular Parede Celular sdrD 188  6e-49 sdrD Sim
tetrafosfatase
Proteoma 2 Lipase S. aureus [/ilreJ;[gilz)(;hsmo de Parede Celular lip 241 le-67 lip Sim
Proteoma 3  Glutamil endopeptidase S. aureus Protedlise Meio extracelular SSpA 127 le-39 SSpA Sim
Proteoma 4 a-hemolisina S. aureus Citolise Meio extracelular hla 343 5e-114 hla Sim
Proteoma 6  Serino-protease S. aureus Protedlise Meio extracelular splB 122 le-28 splB Sim
Proteoma de Sa82
Fragmento do = . L Funcéo ou Localizacao Cehe G2iE Funcéo na
Anotacdo Presumivel Espécie L Correspondente score e-value Correspondente S
gel Processo Bioldgico Subcelular - Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Proteoma 7 Adesina S. aureus Adeséo Celular Parede Celular cha 94 2e-19 cha Sim
. Metabolismo de . . :
Proteoma 8 Lipase S. aureus Lipidios Parede Celular lip ou gehC 127 4e-29 lip ou gehC Sim
Proteoma 9 Aldeido-desidrogenase A. . Metabolismo Celular Desconhecida NI NI NI aldH1, aldH2, N&o
macrosporangiidus aldA
Proteoma 10 Fator de alongamento Ts S. aureus Traducao Citoplasma tsf tsf N&o
Proteoma 11 Cisteino-protease S. aureus Protedlise Meio extracelular sspB 254 8e-80 sspB Sim
Glicerofosforil diester Metabolismo de . .
Proteoma 12 fosfodiesterase S. aureus Lipidios Desconhecida glpQ 339 1le-120 glpQ Nao
Nuclease - Cadeia A S. aureus Me_tabol|smq_de Desconhecida nuc 181 3e-53 nuc Sim
Proteoma 13 Acidos Nucléicos
Regulador transcricional O. kimchii Regulacao Celular Desconhecida NI NI NI gacR, trsN Nao
Proteoma 15 [-lactamase S. aureus Res_p_qs_ta a Meio extracelular NI NI NI blaz N&o
Antibidticos
Proteoma 16 Proteina hipotética S. aureus Desconhecida Desconhecida NI NI NI NI NI
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Cont.

Fragmento do Funcéo ou Localizacéo (S (S Funcéo na
9 Anotacdo Presumivel Espécie caoou & Correspondente score e-value Correspondente Ungao n
gel Processo Biolégico Subcelular - Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Proteoma 17 Proteina hipotética C. acetobutylicum Desconhecida Desconhecida NI NI NI NI NI
Secretoma de Sa36
Fragmento do ~ . L Funcéo ou Localizacao Cehe G2iE Funcéo na
Anotacao Presumivel Espécie Lo Correspondente score e-value Correspondente S
gel Processo Biolédgico Subcelular o Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Secretoma 1l Fator de alongamento P S. aureus Traducgéo Citoplasma NI NI NI efp N&o
Secretoma 2 Fator de alongamento Tu S. aureus Traducgéo Citoplasma tuf 404  l1le-142 tuf N&o
E’;Oteelga de gancho L. monocytogenes Motilidade Desconhecida NI NI NI NI NI
Secretoma 3 GIi%eraIdeido-?a-fosfato Metabolismo de
: S. aureus . Desconhecida gapC 105 le-23 gapC N&o
desidrogenase Carboidratos
a-hemolisina S. aureus Citélise Meio extracelular hla 269 2e-85 hla Sim
Subunidade B do
Secretoma 4 componente E1 de S. aureus Processo Metabdlico Desconhecida pdhB 289 2e-92 pdhB N&o
piruvato desidrogenase
Secretoma 5 6-fosfofructoquinase Ruminococcus sp. Metab_ohsmo de Citoplasma NI NI NI pfkA N&o
Carboidratos
Secretoma 6 | 2gatose-6-fosfato P. duerdenii Metabolismo de Desconhecida NI NI NI lacC N3o
quinase Carboidratos
Secretoma de Sa82
Fragmento do Funcéo ou Localizacéo (S (S Funcéo na
9 Anotacao Presumivel Espécie Gao ou & Correspondente score e-value Correspondente Neao
gel Processo Biolédgico Subcelular o Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Manosil-glicoproteina Processamento de
Secretoma 8 endo-B-N- S. aureus oo Desconhecida atl 100 4e-27 atl Sim
S . Peptidioglicano
acetilglicosamidase
Familia protéica N- Organizacio de
Secretoma 9 acetilmuramoil-L-alanina S. aureus 9 & Meio extracelular atl 255 1e-80 atl Sim

amidase

Parede Bacteriana
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Cont.

Fragmento do . L Funcéo ou Localizacao Cehe G2iE Funcéo na
Anotacao Presumivel Espécie Lo Correspondente score e-value Correspondente S
gel Processo Biolédgico Subcelular o Viruléncia
ao Peptidio em S. aureus
Manosil-glicoproteina Processamento de
Secretoma 10 endo-B-N- S. aureus oo Desconhecida atl 154 3e-44 atl Sim
S . Peptidioglicano
acetilglicosamidase
Succm|_|-(_1|am|nop|melato S. aureus Protedlise Desconhecida lukS-PV 291 5e-101 lukS-PV Sim
Secretoma 11 desuccinilase
Fator de alongamento Ts S. aureus Traducao Citoplasma tsf 259 4e-90 tsf N&o
Secretoma 12 Gama—.hemollsma B S. aureus Citolise Parede Celular higB 75,1  2e-20 higB Sim
Subunidade B
Secretoma 13 Proteina hipotética Peptoniphilus sp. Desconhecida Desconhecida NI NI NI NI NI
Secretoma 15 Proteina geral de stress S. aureus Processo Metabdlico Desconhecida pfpl 103 3e-33 pfpl N&o
E(r)%tema L6 ribossomal S. aureus Traducao Citoplasma rplF 99,8 7e-32 rplF Nao
Secretoma 16 succinil-diaminopimelato
P S. aureus Protedlise Desconhecida lukS-PV 206 5e-101 lukS-PV Sim

desuccinilase

Legenda: NI = ndo identificado.
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Proteoma Sa36/BEC

Proteoma Sa82/PC

Adesao Adesao Celular
Citolise Celular Desconhecida 9%
20% 20% 18%
Metabolismo de
Resposta a L'%?}',OS
Antibidticos ‘ b
9%

Metabolismo

Protedlise

de Lipidios 9%
20% Metabolismo de
Ac. I\fllét(:)/loelcos - Metabolismo Celular
Protedlise Traducéo 9%
40% 99,

= Adesé&o Celular = Metabolismo de Lipidios

= Adeséo Celular = Metabolismo de Lipidios = Protedlise = Citdlise

= Protedlise = Metabolismo Celular

= Metabolismo de Ac. Nucléicos
= Desconhecida

= Traducéo
= Resposta a Antibidticos

Figura 14. Anotacdo ontolégica dos peptideos identificados no proteoma de Staphylococcus aureus. A) Proteoma de Sa36/BEC; B) Proteoma de Sa82/PC.



Secretoma Sa36/BEC

Processo Metabdlico
13%

Traducéo
25%

Citolise
13%

Motilidade
12%

Metabolismo de
Carboidratos
37%
= Motilidade

= Metabolismo de Carboidratos = Citélise

= Traducéao

= Processo Metabolico

Secretoma Sa82/PC
Desconhecido
10% Traducao
Processo Metabdlico 20%
10%
Citélise
0,
10% Processamento de
Peptidioglicano
20%
Protedlise
20% Organizacédo de Parede Bacteriana
10%
= Traducao = Processamento de Peptidioglicano
Organizagao de Parede Bacteriana ® Proteodlise

= Citolise = Processo Metabdlico

= Desconhecido

Figura 15. Anotacdo ontoldgica dos peptideos identificados no secretoma de Staphylococcus aureus. A) Secretoma de Sa36/BEC; B) Secretoma de

Sa82/PC.
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A Proteoma Sa36/BEC

Parede
Celular
40%
Meio
Extracelular
60%

= Parede Celular = Meio Extracelular

c Secretoma Sa36/BEC

Meio Extracelular
12%

Desconhecido
50%

Citoplasma
38%

= Meio Extracelular = Citoplasma = Desconhecido

B Proteoma Sa82/PC

Parede
Celular
18%

Meio
Extracelular
18%

Desconhecido
55%

Citoplasma
9%

= Parede Celular = Meio Extracelular = Citoplasma = Desconhecido

D Secretoma Sa82/PC

Parede Celular
10%

Meio Extracelular
10%

Citoplasma
20%

Desconhecido
60%

= Parede Celular = Meio Extracelular = Citoplasma = Desconhecido

Figura 16. Localizacdo subcelular dos peptideos identificados no proteoma e secretoma de Staphylococcus aureus. A) Proteoma de Sa36/BEC; B) Proteoma

de Sa82/PC; C) Secretoma de Sa36/BEC; D) Secretoma de Sa82/PC.
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Na analise dos geéis bidimensionais dos secretomas estudados, foram
observados, em média, aproximadamente 70 spots para Sa36/BEC e 86 spots
para Sa82/PC. Comparando-se 0s seis géis, dos 125 matches foram
identificados, 93 peptideos diferencialmente expressos (DEPS) e estatisticamente
relevantes (ANOVA menor ou igual a 0,05) (Figura 17), sendo 33 spots exclusivos

para Sa36/BEC, 51 exclusivos para Sa82/PC, e nove em comum.
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Figura 17. Proteinas totais do secretoma de Staphylococcus aureus em gel bidimensional (12,5%
acrilamida). MM — Marcador de baixo peso molecular GE (em kDA); A) secretoma de Sa36/BEC;

B) secretoma de Sa82/PC. Em vermelho, os spots de matches com relevancia estatistica.
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6. Discussao

Uma das causas da diversidade patogénica de S. aureus é sua habilidade
de produzir um grande numero de fatores de viruléncia, sendo estes em sua
maioria, secretados ou associados a parede bacteriana, como, por exemplo,
toxinas, lipase, hemolisinas, enterotoxinas e adesinas. Estas proteinas podem
agir s6 ou em conjunto, de forma que o curso das infec¢des por S. aureus e sua
severidade dependa da interacdo dos fatores de viruléncia entre si e com
componentes do hospedeiro (Engelmann e Hecker, 2009).

A literatura descreve que, uma das diferencas genéticas entre isolados
comunitarios (CA-MRSA) e hospitalares (HA-MRSA) é a presenca dos genes da
citotoxina PVL nos CA-MRSA (Millar et al.,, 2007), ou seja, PVL estaria
intimamente relacionada com SCCmec dos tipos IV e V. Porém, Brust et al.
(2013) observaram, em estudo com 16 isolados de S. aureus do Rio de Janeiro, a
presenca dos genes IukF-PV e IukS-PV associados com SCCmec tipo Il em
todos os S. aureus investigados.

Diversas variantes genéticas do clone BEC ja foram descritas, e quando
agrupadas, sao chamadas de Complexo Clonal Epidémico Brasileiro (ou BECC).
A patogenicidade deste clone depende de diversos fatores, que variam de acordo
com as diferentes variantes, e um destes fatores é a citotoxina PVL (Rodriguez-
Noriega e Seas, 2010).

Staphylococcus aureus que comportam SCCmec IV neste trabalho foram,
através de técnicas de tipagem molecular previamente realizadas (Andrade,
2013), relacionados com o Clone Pediatrico (ou USA800) e todos, com excecao
apenas de Sal, possuem um padrao de MLST (ou perfil alélico) determinado ST5.

Sete (63,6%) dos isolados relacionados ao PC aqui estudados foram positivos
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para PVL. Foi observado que, na Argentina, 94% dos MRSA ST5 analisados
comportam PVL (Rodriguez-Noriega e Seas, 2010). O isolado Sal, também PVL
positivo, apresenta um perfil alélico diferente e nunca antes descrito, que ja foi
submetido aos bancos de dados e recebeu a designacdo de ST2381 (Andrade,
2013).

O OSPC é relacionado a infeccbes comunitarias, sendo considerado um CA-
MRSA. Este clone € o mais frequentemente encontrado na Nova Zelandia, e &
caracterizado por SCCmec tipo IV e pela presenca dos genes codificantes da PVL
(Williamson et al., 2013). Todos os 10 S. aureus associados ao clone OSPC deste
trabalho, embora sejam MSSA e ndo apresentem SCCmec, comportaram 0S
genes da PVL.

Waldenburger et al. (2014), em estudo realizado na Alemanha, descreveram
a presenca de PVL em MSSA, onde foram observados que 42 (correspondendo a
45%) de seus isolados MSSA comportavam os genes IlukF-PV e [ukS-PV,
corroborando com os 34 MSSA aqui apresentados que também foram positivos
para estes genes.

De maneira geral, sdo observadas diferentes frequéncias para PVL em
diferentes paises. Em estudo na Africa, Oosthuysen et al. (2013) descreveram
uma frequéncia de 43,6%, enquanto na india, segundo Lim et al (2012), foi
observada uma frequéncia de aproximadamente 13,43% (9/67).

Staphylococcus aureus capazes de produzir tanto PVL como a TSST-1 séao
raros, porém comumente descritos como cepas supervirulentas, ja tendo sido
associados a relatos de casos fatais de pneumonia necrosante (Li et al., 2011).
Dos 55 isolados produtores de PVL do nosso estudo, cinco (Sa8 — isolado

proveniente de paciente de ambulatério; Sa32 — enfermaria; Sa82 — enfermaria;
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Sa87 — UTI; e Sa88 — ambulatério) também comportam o gene tst (Andrade,
2013). O isolado denominado Sa82, além de possuir ambos os genes, também &
resistente & meticilina. E importante lembrar que os genes codificantes destas
toxinas (lukS-PV e lukF-PV) estédo localizados em elementos genéticos moveis
(luk-PV no profago, e tst, em uma ilha gendmica de patogenicidade), o que pode
acarretar uma possivel transmissao horizontal destes fatores de viruléncia entre
cepas (Malachowa e DelLeo, 2010; Li et al., 2011).

Diferentes cepas de S. aureus, MRSA ou MSSA, geralmente possuem um
arsenal de fatores de viruléncia diferentes. O BEC é associado aos genes cna,
fnbA, fnbB e ao loco ica, enquanto o Clone Pediatrico geralmente apresenta fnbA
e o loco ica (Schuenck et al., 2012), o que corresponde ao observado no presente
trabalho. Também como aqui observado, clones isolados de uma mesma cepa
epidémica podem ser extremamente diferentes em relacdo aos genes que
possuem em regifes altamente variaveis do genoma (Engelmann e Hecker,
2009).

Em estudo realizado por Peacock et al (2002), com S. aureus adquiridos no
Reino Unido, foram encontradas frequéncias de 98%, 100%, 32% e 77% para
clfA, clfB, cna e loco ica, respectivamente, em isolados de colonizagéo
(recuperados de individuos saudaveis), e frequéncias de 100%, 100%, 52% e
92% para os mesmos fatores, em S. aureus provenientes de infec¢cfes invasivas.
As frequéncias observadas neste estudo (100% para clfA, 96,6% para clfB, 47,1%
para cna, e 100% para genes do loco ica) se assemelham aquelas observadas
por Peacock et al. (2002) para cepas responsaveis por infeccées graves.

A resisténcia a meticilina nos S. aureus pode alterar o fendtipo do biofilme e

atenuar a viruléncia em infeccbes associadas a dispositivos hospitalares, tais
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como cateteres e respiradores artificiais, por exemplo. Cepas MRSA podem
expressar biofiime de maneira independente ao loco ica, mas dependente da
presenca de proteinas que se ligam a fibronectina (genes fnbAB) e uma autolisina
(Atl). Este fendtipo de biofilme Atl/FnbPAB é menos frequente ou ausente em
cepas MSSA, que, in vitro, apresentam um biofilme dependente de PIA/PNAG (e
consequentemente, do loco ica) (Pozzi et al., 2012).

Abraham e Jefferson (2012) descrevem que o fator CIfB também possui
funcdo no fendtipo de biofilme, porém sob condi¢cdes quelantes (auséncia de
calcio). Os autores afirmam que, em um ambiente pobre em calcio, PNAG e DNA
extracelular (presente no meio extracelular por células mortas), que sao
componentes essenciais para formacdo e maturacdo do biofilme, bem como
outras moléculas mediadoras do biofilme independente do loco ica (FnbPAB), ndo
seriam expressos ou seriam inativos, porém o biofilme seria mantido pela proteina
CIfB.

Para que se possa definir a relacdo de um isolado clinico com um clone
epidémico, sdo necessarias diversas técnicas diferentes de tipagem molecular
gue consomem tempo, méo de obra e recursos financeiros. No sequenciamento
do gene icaD, foram encontrados trés polimorfismos de base Unica (SNPs) nos
isolados relacionados ao BEC. A sequéncia de referéncia de uma cepa BEC
corrobora com os SNPs encontrados, sugerindo que estes sejam uma assinatura
deste clone em especifico. Desta maneira, pode-se sugerir que seria possivel
identificar o clone BEC através de uma Unica amplificacdo e sequenciamento do
gene icaD, porém estudo com um maior niumero de cepas deste e de outros

clones necessita ser realizado.
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A capsula polissacaridica € um fator de viruléncia expresso por varios
patdogenos bacterianos, e constitui uma importante defesa do microrganismo a
opsonofagocitose (Nanra et al., 2013).

Os testes mais utilizados para identificacdo do tipo de polissacarideo
capsular séo aglutinacao e sorotipagem com anticorpos de coelho (Verdier et al.,
2007; Sutter et al., 2011). Segundo Nanra et al. “todas as cepas clinicas de S.
aureus possuem a via biossintética para produzir CP5 ou CP8". Entretanto, cepas
que se mostram ndo encapsuladas ou nao-tipaveis, segundo os testes acima
citados, podem reagir fortemente com anticorpos contra o polissacarideo tipo 336.
Este polissacarideo € uma variante do acido teicdico normalmente encontrado na
parede bacteriana de S. aureus, e é um antigeno prevalente na superficie da
parede bacteriana de cepas consideradas nao-encapsuladas (Sutter et al., 2011).
Se as cepas consideradas nao-tipaveis sédo realmente nao-encapsuladas, ou se
somente produzem outro tipo de capsula, ndo se tem certeza (Foster, 2005).
Desta forma, os seis isolados que se mostraram negativos para os dois tipos de
capsula pesquisados neste trabalho podem expressar outro tipo de polissacarideo
capsular, ou possuir uma maior quantidade do polissacarideo 336 em sua
superficie.

Grunert et al. em 2013 declararam que a determinacao dos alelos cap para
as cepas nado-tipaveis que nao apresentaram expressao de capsula revelou que
tais cepas apresentavam ou o alelo cap5, ou cap8, ou nenhum deles, ou ambos.
Diante desta informacao, os 26 isolados clinicos que foram positivos para ambos
os alelos podem nado expresséa-los, e, portanto, para definicdo correta do tipo de

capsula polissacaridica presente, outros experimentos devem ser realizados.
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Em relacdo as enterotoxinas estafilococicas, a maior parte dos isolados
relacionados ao PC possuiam o0s cinco principais genes do cluster egc. De
Miranda et al. (2007) realizaram um estudo com isolados provenientes de
Recife/PE e Rio de Janeiro/RJ, e relataram que todos os isolados relacionados ao
PC apresentavam o cluster egc. Este estudo sugere que a presenca do cluster,
entre outros fatores, pode ter contribuido para a introducdo desse clone no
ambiente hospitalar.

Em uma pesquisa realizada na China, foram investigados diversos genes de
enterotoxinas em oito isolados clinicos de S. aureus, provenientes de pacientes
associados com surto de intoxicacdo alimentar estafilococica. Os genes das
enterotoxinas nao-classicas foram observados em maior frequéncia do que as
enterotoxinas classicas (sea-see). Os autores sugerem que enterotoxinas, cuja
acao enterotoxigénica ainda néo foi comprovada, também tenham a capacidade
de causar intoxicacdo alimentar, visto que trés dos oito isolados estudados
apresentaram apenas 0s genes sek, sem, sen, ser e seu (Tang et al., 2011).

As enterotoxinas SEG e SEI do cluster egc j& foram anteriormente
relacionadas com sindromes parecidas a Sindrome do Choque Toxico
Estafilococica (sendo estas chamadas TSS-like), juntamente com SEA, SEB,
SEC, SED e SEH (Bania et al., 2006; Gordon e Lowy, 2008).

Secretoma é definido como o subconjunto do proteoma total secretado no
meio extracelular. Também denominado proteoma exportado, ou exo-proteoma,
esta fracdo proteica inclui proteinas ativamente secretadas pelo organismo e
proteinas remanescentes de células mortas (Enany et al., 2012). Além do
conhecimento da presenca e auséncia de genes de viruléncia, a investigacdo do

proteoma e secretoma pode fornecer informagdes importantes sobre a expressao
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de fatores de viruléncia e suas possiveis modificacdes pos-traducionais. Ja foram
descritas (Engelmann e Hecker, 2009) diferencas de expressdo nas proteinas
reguladoras de genes de viruléncia, que levaram a variacbes na quantidade de
fatores produzidos em diferentes isolados clinicos.

A presenca de proteinas normalmente secretadas na fracdo do proteoma,
como por exemplo, lipase (proteoma dois e oito) e a-hemolisina (proteoma
quatro), pode ser considerada normal, devido as proteinas serem produzidas
dentro da célula bacteriana para depois serem enviadas ao meio extracelular. A a-
hemolisina, por exemplo, foi observada no proteoma e no secretoma de
Sa36/BEC, com aproximadamente o mesmo peso molecular no gel SDS-PAGE
(aproximadamente 30 kDa).

Por sua vez, foram observadas proteinas normalmente intracelulares na
porcdo do secretoma, como por exemplo, os fatores de alongamento P
(secretoma um), Tu (secretoma dois) e Ts (secretoma 11). De maneira similar, 35
de 74 proteinas identificadas no secretoma de S. aureus em estudo por Pocsfalvi
et al. (2008) também apresentam localizagdo intracelular, incluindo o fator de
alongamento Tu, também encontrado no secretoma de Sa36/BEC, e proteinas
ribossomais L17 e L22. No trabalho aqui descrito, a proteina ribossomal L6 foi
encontrada no secretoma de Sa82/PC.

A secrec¢do de proteinas €, na sua maioria, mediada por uma maquinaria de
transporte que reconhece uma sequéncia especifica (peptideo sinal ou motivo) na
proteina, indicando que esta deve ser secretada. Em bactérias, existem quatro
sistemas ou vias conhecidas para secrecao de proteinas, todos dependentes da
presenca de um peptideo sinal. Entretanto, algumas proteinas podem ser

secretadas mesmo na auséncia deste peptideo, e a este fendmeno se da o nome
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de secrecdo néo classica. Tais proteinas podem possuir alguma outra funcéo no
meio extracelular, além daquela conhecida no meio intracelular (Bendtsen et al.,
2005; Pocsfalvi et al., 2008).

Segundo Bendtsen et al. (2005), a deteccdo de proteinas secretadas de
maneira nao classica pode ser atribuido a lise celular durante procedimentos
laboratoriais, porém algumas destas proteinas podem ser observadas secretadas
ou na superficie celular em varias espécies bacterianas diferentes, como por
exemplo, a proteina ribossomal L9 e o fator de alongamento Tu em Listeria
monocytogenes, n-acetilmuramoil-L-alanina amidase em Bacillus subtilis, e
subunidade E3 da piruvato desidrogenase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
em ambas as espécies bacterianas citadas. Todas as proteinas acima
mencionadas foram encontradas na porgcdo secretada de S. aureus estudada
neste trabalho.

Na identificacdo por espectrometria de massas, 16 dos 36 peptideos
anotados possuem alguma relacdo com a viruléncia em S. aureus. Sao eles:
bis(5’-nucleosil)-tetrafosfatase (proteoma um), lipase (proteomas dois e o0ito),
glutamil endopeptidase (proteoma trés), a-hemolisina (proteoma quatro e
secretoma quatro), serino protease (proteoma seis), adesina (proteoma sete),
cisteino protease (proteoma 11), nuclease (proteoma 13), manosil-glicoproteina
endo-B3-N-acetilglicosamidase (secretomas oito e 10), N-acetil-muramoil-L-alanina
amidase (secretoma nove), e succinil-diaminopimelato desuccinilase (secretomas
11 e 16).

Proteinas da familia Sdr (proteinas que contém repeticdo serina-aspartato),
como a SdrE, com a qual o peptideo bis(5-nucleosil)-tetrafosfatase foi

relacionado, sdo proteinas presentes na parede bacteriana que possuem a

67



capacidade de se ligar ao fibrinogénio e possivelmente ao colageno, que também
estéo incluidas no grupo MSCRAMM. Estas proteinas sao estruturalmente muito
semelhantes a CIfA e CIfB, com excec¢do de dois dominios adicionais (Foster et
al., 2014).

Além da serino protease e cisteino protease (proteomas seis e 11,
respectivamente), a glutamil endopeptidase (proteoma trés), relacionada ao gene
SSpA, é uma serino protease glutamato-especifica, também chamada protease V8
(Gordon e Lowy, 2008; Park et al., 2011). Segundo Park et al. (2011), proteases
extracelulares desempenham papel na patogénese de S. aureus por danificar o
tecido hospedeiro, degradar a matriz protéica extracellular e induzir
permeabilidade vascular.

Hemolisinas e leucocidinas (como por exemplo, PVL) sao proteinas
semelhantes em funcédo (formacdo de poros nas células do hospedeiro) e em
estrutura (toxinas barril-B), e fazem parte de uma mesma familia protéica. As
hemolisinas séo responsaveis pela lise de eritrécitos, macrofagos e linfocitos. Em
especial a a-hemolisina (proteoma e secretoma quatro), também conhecida como
a-toxina, possui importancia na patogénese de sepse, pneumonia e infeccdes
graves de pele (Otto, 2010; Lee et al., 2014).

A nuclease em S. aureus € um importante fator, ndo sé de viruléncia, mas
como marcador amplamente utilizado para identificacdo desta bactéria em
alimentos ou amostras clinicas (Hu et al., 2013). Staphylococcus aureus é capaz
de produzir duas nucleases termoestaveis: a nuclease estafilocdcica codificada
pelo gene nucl (também nomeada SNase), ou a termonuclease codificada pelo
gene nuc2 (ou TNase). Tais proteinas sdo capazes de hidrolizar o DNA ou RNA

das células do hospedeiro, levando a destruicdo tecidual e dispersédo das células
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bacterianas (Tang et al., 2011; Hu et al., 2012), porém, além desta atuacao direta,
a nuclease potencialmente contribui com biofilme em S. aureus, visto que DNA é
um dos componentes principais para a formacao do biofilme estafilococico (em
conjunto com PIA/PNAG e proteinas secretadas). Ao degradar o DNA do biofilme
bacteriano, a nuclease contribui para o rompimento de biofilmes maduros, e
consequente disperséo bacteriana (Mann et al., 2009; Berends et al., 2010; Tang
et al., 2011).

Os peptideos manosil-glicoproteina endo-B-N-acetilglicosamidase
(secretomas oito e 10) e N-acetil-muramoil-L-alanina amidase (secretoma nove)
estdo relacionados ao gene atl, que codifica a principal proteina autolitica de S.
aureus, uma proteina bifuncional. Autolisinas sdo enzimas que degradam a
camada de peptidioglicano da parede bacteriana (Singh, 2014). Autolisinas
também aparentam apresentar funcdo na secrecdo de proteinas que nao
possuem peptidio sinal (secrecdo néo classica de proteinas) (Pasztor et al.,
2010).

O peptideo que foi denominado adesina (proteoma sete), presente no
proteoma de Sa82/PC, corresponde a proteina Cna, codificado pelo gene cna. Na
investigacdo de fatores de viruléncia realizada neste trabalho, na qual o gene cna
foi pesquisado em todos os isolados clinicos de S. aureus, a cepa Sa82 ja havia
se mostrado positiva para este gene. A observacdo da expressdo desta proteina
nesta cepa corrobora os resultados previamente descritos.

De maneira semelhante, a cepa Sa82 também se mostrou positiva para a
PCR que engloba os genes IukS-PV e IukF-PV, que codificam as subunidades
que formam a PVL. O peptidio succinil-diaminopimelato desuccinilase

(secretomas 11 e 16) mostrou relacdo com lukS-PV, que codifica a subunidade S
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desta leucocidina. Assim como cna, a presenca desta proteina expressa nesta
cepa € suportada pelos resultados obtidos para a investigacdo dos fatores de
viruléncia.

Em relacdo a eletroforese bidimensional desenvolvida neste trabalho, as
duas cepas estudadas mostraram um padrao protéico diverso entre si, como pode
ser observado pelas diferengcas no nimero de spots exclusivos de cada cepa.
Porém, apresentaram uma distribuicdo semelhante no gel, com a maior parte das
proteinas agrupadas nas extremidades (pH acido e basico), e poucas proteinas
neutras. Este padrdo se assemelha ao observado em Engelmann e Hecker
(2009), e em Enany et al. (2013).

Segundo Kusch e Engelmann (2014), o secretoma de 15 S. aureus cujo
genoma ja foi completamente sequenciado consistiu em 133 proteinas, das quais
35 sdo conservadas entre as cepas e 98 sdo variaveis. A porcao conservada é
composta por proteases, lipases, enzimas hidrolizantes, proteinas de ligacdo ao
fibrinogénio, hemolisinas e proteinas de ligacdo a IgG enquanto a porgéo variante
€ composta principalmente por toxinas, proteinas envolvidas na resisténcia a
antimicrobianos e proteinas moduladoras do sistema imune. Analisando o0s
resultados obtidos neste trabalho diante desta perspectiva, foi encontrado um
menor numero de proteinas diferencialmente expressas em ambos os clones (9
spots), e um maior niumero de proteinas exclusivamente expressas (33 para
Sa36/BEC e 51 para Sa82/PC), e na espectrometria de massas a partir do gel
SDS-PAGE, foram observadas lipases e hemolisinas em ambas as cepas
analisadas. A identificacdo dos peptideos a partir da eletroforese bidimensional
esta em fase de concluséo, e os resultados encontrados virdo a somar e ampliar

0s resultados ja obtidos.
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A andlise de dados protedbmicos permitem uma visdo ampla do objeto de
estudo, uma vez que o conhecimento efetivo de onde, como e quando proteinas
sao produzidas € essencial para a compreensdo de processos bioldgicos. Neste
contexto, a elucidacdo da regulacdo da expressdo génica a partir de geéis e
espectrometria de massas, possibilita a identificacdo de peptideos e seus
respectivos genes codificantes, trazendo um avanco na determinacdo dos
mecanismos de regulacao e das interacdes entre diferentes genes.

A partir dos dados aqui expostos é possivel inferir, de maneira geral, o
potencial virulento destas bactérias e se correspondem ou ndo ao cenario
observado mundialmente para os clones epidémicos de S. aureus. Os isolados
clinicos estudados, tanto sensiveis quanto resistentes a meticilina, apresentaram
um extenso arsenal de viruléncia em seu genoma, o que pode sugerir que tais
cepas sejam aptas a iniciar, manter e evoluir uma infeccdo com sucesso. Os
isolados relacionados a clones epidémicos mostraram um perfil de fatores de
viruléncia condizente aquele observado na literatura para clones epidémicos de

outras regides geograficas.
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7. Conclusodes

a)

b)

d)

e)

Os isolados clinicos de S. aureus do presente estudo apresentaram uma
elevada frequéncia de fatores de viruléncia, demonstrando um alto

potencial patogénico.

A alta frequéncia da leucocidina Panton-Valentine encontrada, bem como
sua concomitancia com o gene da toxina 1 do choque toxico (previamente
investigado), chama atencdo e constitui um risco, devido a sua relagéo
epidemioldgica com pneumonia necrosante e a capacidade supervirulenta

destes isolados.

A frequéncia observada para os genes de MSCRAMMSs, genes do loco ica
e de capsula polissacaridica foi bastante elevada, e condiz com o
encontrado no panorama mundial para cepas de S. aureus provenientes de

infeccoes.

O gene icaD pode ser um candidato em potencial para identificacdo do
Clone Epidémico Brasileiro, pela presenca de quatro SNPs que podem vir

a funcionar como uma assinatura deste clone especifico.

A alta frequéncia dos genes toxigénicos que compdem o cluster génico de
enterotoxinas sugerem que estes S. aureus sdo capazes de causar
infeccbes alimentares e outras doencas, além da prépria caracteristica
superantigénica, capaz de causar toxicidade sistémica e debilitar o

paciente.
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f) Foi possivel observar a presenca de varias proteinas relacionadas a
fatores de viruléncia expressas nas cepas relacionadas aos clones BEC e
PC estudadas, enfatizando o amplo arsenal de fatores de viruléncia que S.
aureus possui, e foi possivel estabelecer uma relacdo entre a investigacéo
génica realizada, como evidenciado pela identificacdo dos genes cna e

lukS-PV.

g) Os clones BEC e PC mostraram um perfil protéico no secretoma bastante
diverso entre si, sugerindo a versatilidade deste patdgeno e a plasticidade

de seu genoma e, consequentemente, seu perfil protéico.

h) Através dos resultados pode-se sugerir que os S. aureus do presente
estudo sejam capazes de colonizar e infectar hospedeiros humanos com
sucesso, uma vez que possuem os fatores de viruléncia necessarios, além
de melhor compreender o perfil genético de viruléncia dos clones

circulantes nos hospitais estudados.
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9. Anexos

ANEXO 1

Adaptacao do protocolo do kit Instagene (Bio Rad) de extracdo de DNA para

[y

M

W

w

m

~J

9

Staphylococcus aureus

Extracdo de DNA — Adaptacdo do protocolo do Instagene para S. aureus

. Crescimento e isolamento da bactéria em placa.

. Com a cultura pura, pegar uma estria e adicionar a um tubo contendo 200 pL de TE.
. Vortex (para quebrar o pellet)

. Adicionar 20 pL de Lisozima (10 mg/mL)

. Adicionar 10 plL de Proteinase K (10 mg/mL)

. Incubar a 60°C por 20 minutos

. Adicionar 100 plL de STE (EDTA, Tris-HCl e SDS)

. Incubar a 60°C por 15 minutos

. Esperar 5 minutos em temperatura ambiente

10. Adicionar 200 pl de Instagene (Bio-Rad), no fluxo, usando ponteira de 1000 uL

11

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

. Homogeneizar “suavemente”

Incubar a 56°C por 30 minutos

Centrifugar {12.000 a 14.000 rpm) por 3 minutos

Separar o sobrenadante em tubos novos e descartar os antigos
Adicionar 420 plL de Isopropanol

Guardar no deep freezer por 30 minutos, ou no freezer overnight
Incubar por 5 minutos no gelo

Centrifugar (14.000 rpm, 4°C) por 10 minutos

Descartar o sobrenadante e inverter os tubos na bancada por 3 minutos para retirar o

excesso de [sopropanol

20

. Ressuspender o pellet de DNA em 20 pL de agua miliQ.
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ANEXO 2

Protocolo Detalhado - Extragcdo de PROTEINA para S. aureus

DIA1

1. Fazer o pré-inéculo em 5 mL de LB e deixar 24h a 37°C

DIA 2

2. No dia seguinte, colocar 200 mL de LB + os 5 mL da cultura crescida em um erlenmeyer, e
colocar a 37°C, sob agitacdo (180 rpm) por 18 horas. Essas 18 horas ndo podem ser falhas,
porque ela que garante o seu extrato protéico total. Se for comparar entre duas cepas, elas
tém que ter crescido exatamente o mesmo tempo para poder garantir com que elas se
encontrem na mesma fase do crescimento celular.

DIA 3 — Extracdo de Proteina

3. Centrifugar a 8.000 g (ou 10.000 rpm) por 10 minutos a 4°C. Com o precipitado celular sera
feita a extracao do proteoma (proteinas soluveis intracelulares e algumas proteinas de parede
celular), e com o meio de cultura, o secretoma (proteinas secretadas pelas células
bacterianas). Para facilitar, separar o meio de cultura em varios falcons de 50 mL.

APENAS COM O PRECIPITADO CELULAR (PROTEOMA)

4. Ressuspender as células em 4 mL do tamp3o de lise! e transferir para falcons de 15 mL.
5. Adicionar glass beads (0,1 mm?).

6. Vortexar 8 vezes. Garantir que as glass beads saiam do lugar, porque como elas sao mais
pesadas, elas tendem a acumular no fundo do falcon. Entre um vortex e outro, esperar 10
minutos no gelo.

0BS: Lembrar que tudo o que for fazer com proteina, tem que ser feito no gelo, para ndo dar chance de
nenhuma proteina desnaturar.

7. Sem centrifugar, esperar um minuto para as glass beads voltarem para o fundo do falcon
(15 mL) e retirar o sobrenadante, com uma pipeta de 1000 pL, sem pegar as glass beads.

8. Nesse novo falcon, centrifugar (5.000 rpm, 15 minutos, 4°C).

9. Remover o sobrenadante e passar para um novo falcon. Descartar o precipitado, que s6 tem
restos celulares.

A partir desse momento, o protocolo para o proteoma e o secretoma s3o iguais.

Extracdo de proteinas totais solUveis desenvolvida para Staphylococcus aureus

83



10. Adicionar 10% do volume de TCA 100%? a cada falcon.
11. Deixar overnight {(entre 16 e 18 horas).

12. Centrifugar (5.000 rpm, 15 minutos, 4°C).

13. Descartar o sobrenadante.

14. Lavar o precipitado protéico com 1 mL de acetona 80%° gelada (ou menos, desde que seja
o suficiente para cobrir 3 vezes o tamanho do precipitado).

15. Deixar os tubos abertos dentro do fluxo para permitir que a acetona evapore, no gelo. Mais
oumenos 1 hora ou 1 hora e meia.

Limpeza das Amostras
16. Solubilizar em 2 mL de tamp3o SDS saturado com sacarose”.
17. Adicionar glass beads novamente.

18. Vortexar 5 vezes. Entre um vortex e outro, esperar 10 minutos no gelo (Repetir os mesmos
cuidados da etapa 6).

19. Adicionar o mesmo volume de fenol (2 mL, ou o quanto tiver de volume no falcon) e

misturar por inversao.
20. Centrifugar {5.000 rpm, 20 minutos, 4°C).
21. Transferir a fase fendlica (em cima) para falcon novo.
22. Adicionar 5 vezes o volume de metanol/acetato de aménia® gelado.
23. Deixar overnight (entre 16 e 18 horas).
DIA 4
24. Centrifugar (5.000 rpm, 15 minutos, 4°C).

25. Descartar o sobrenadante, e lavar o precipitado com 1 mL de metanol/acetato de aménia
gelado 2 vezes.

26. Lavar com 1 mL de acetona 80% gelada 2 vezes.

27. Deixar os tubos abertos dentro do fluxo para permitir que a acetona evapore, no gelo. Mais
oumenos 1 hora ou 1 hora e meia.

28. Ressuspender em tamp3o de reidratacio®.
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Extracdo de Proteina — Tampades, Sclugbes e Calculos

1. Tampdo de Lise:

Ou...
5,4 g de uréia 18,9 g de uréia
0,4 g de chaps 0,525 de DTT
0,15 g de DTT Sul de Tween 20
Completar com H:0 mili-Q para 10 mL Completar com H,O mili-Q para 35 mL
2. Calculos para 10% de TCA:
Se o TCA estiver a 100%... Se o TCA estiver a 50%...
100%.Y1=10%.(40+V1) 50%.VY1=10%.{40+V1)
1085%.V1=108%.(40+V1) 50%.V1=10%.(40+V1)
10vV1=40+V1 5V1=40+V1
10V1-V1=40 5v1-v1=40
9v1=40 4V1=40
V1=40/9 V1=40/4
V1=4,4 mL V1=10 mL

OBS: 40 mL aqui € o volume onde sera adicionado o TCA. Pode ser substituido por qualquer
outro valor.

3. Acetona 80%:
800 mL de Acetona
200 mL de H,0 mili-Q

4. Tampdo SDS saturado com sacarose:

15 gramas de sacarose 99,9%

5 mLdeTRIS-HCl, pH8, 1M

10 mL de SDS 10%

2,5 mL de B-mercaptoetanol 100%

Completar com H;Q mili-Q para volume final de 50 mL

5. Metanol/Acetato de aménia 0,1 M:
1 L de metanol
7,7 g de acetato de amonia

6. Tampdo de reidratagdo:

10,5 g de uréia

3,8 g de tiouréia

0,5 g de chaps

50 uL de azul de bromofenaol 1%’

Completar com H>0 mili-Q para volume final de 25 mL

7. Azul de bromofenol 1%:

100 mg de azul de bromofenol

60 mg de TRIS-base

Completar com H>Q mili-Q para volume final de 10 mL
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