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RESUMO

DABUL, A. N. G. Estudo epidemiolégico molecular de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA) isolados no Brasil e estudo da proteina reguladora de resposta
GraR. 2013. 134 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2014.

S. aureus € um patégeno que sempre surpreende equipes médicas quanto a sua capacidade de
resistir em curto espaco de tempo as mais novas drogas lancadas no mercado. Algumas
alteracdoes genéticas que poderiam causar a emergéncia de VISA foram previamente
identificadas, dentre elas uma mutagdo no sistema de dois componentes GraRS. As proteinas
GraR e GraR*, esta ultima com a mutagdo que levaria ao fenétipo de VISA, foram estudadas
com o intuito de resolver a estrutura tridimensional de ambas e determinar seu papel no
processo de resisténcia a vancomicina. Ensaios de clonagem, expressdo, purificacdo das
proteinas e dicroismo circular foram realizados, porém nao houve sucesso na cristalizacao. No
estudo epidemioldgico, PFGE dividiu os 36 isolados de MRSA (25 de infec¢do e 11 de
coloniza¢do) de um hospital mineiro em 8 pulsotipos. Andlise do MLST e SCCmec do
pulsotipo A (58,3% das amostras) mostrou que os isolados pertenciam ao CC5 (ST5 e ST105)
e continham SCCmecll. Todos os 3 isolados ST239 continham SCCmeclll, sendo
relacionados ao BEC. A maioria dos isolados ST5 continha SCCmecll como o Clone NY/J.
Observou-se 24% de resisténcia a tigeciclina nos isolados de sitios de infec¢do. Dois isolados
foram sensiveis a daptomicina depois de 24 horas de incuba¢do mas resistentes apds 48 horas.
Os resistentes a tigeciclina eram todos ST105-SCCmecll, e de 5 pacientes diferentes. Os
resistentes a daptomicina eram ST5-SCCmecll, de pacientes diferentes, e apresentaram
algumas mutagdes no gene rpoB. Uma mudanca na linhagem prevalente nos hospitais
brasileiros tem sido reportada e, de fato, BEC ndo era prevalente neste hospital em 2009. ST5-
SCCmecll e ST105-SCCmecll foram prevalentes, e ainda o Ultimo apresenta o agravante da
resisténcia a tigeciclina quando esta droga ainda ndo era utilizada no hospital. Nao houve
disseminacdo de apenas um pulsotipo, sugerindo que essas linhagens sejam end€micas ao
hospital. O conhecimento do perfil das linhagens locais auxilia na adequacdo do tratamento
empirico dado aos pacientes, além de demonstrar que € preciso ter cuidado ao se administrar
novas drogas indiscriminadamente para evitar selecdo de clones mais resistentes.

Palavras-chave: Staphylococcus. Epidemiologia. GenOmica. Proteinas recombinantes.

Microbiologia médica.






ABSTRACT

DABUL, A. N. G. Molecular epidemiological study of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) isolated in Brazil and study of the response regulator
protein GraR. 2013. 134 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2014.

S. aureus is a pathogen that always surprises the medical staff regarding its capability to resist
to the newest drugs marketed, in a short period of time. Some genetic changes which might
cause the emergence of VISA were previously identified, among them a mutation on the two-
component system GraRS. The proteins GraR and GraR*, the last one with the mutation that
would lead to the VISA phenotype, were studied aiming to solve the tridimensional structure
of both and determine their role on the process of vancomycin resistance. Cloning,
expression, protein purification and circular dichroism experiments were performed, however,
the crystallization was not successful. In the epidemiological study PFGE distributed the 36
isolates (25 from infection sites and 11 from colonization) from a hospital in Minas Gerais in
8 pulsotypes. Analysis of MLST and SCCmec of pulsotype A (58.3% of all samples) showed
that the isolates belonged to CC5 (ST5 and ST105) and harbored SCCmecll. All three ST239
harbored SCCmeclll, being related to Brazilian Endemic Clone (BEC). Most ST5 isolates
harbored SCCmecll as the NY/J clone. It was observed 24% of resistance to tigecycline on
the infection sites isolates. On microdilution, 2 isolates were susceptible to daptomycin after
24 hours of incubation, but resistant after 48 hours. Tigecycline-resistants were all ST105-
SCCmecll and were isolated from 5 different patients. Daptomycin-resistants were ST5-
SCCmecll, from different patients, and they presented some mutations on the gene rpoB. A
change in the prevalent lineage of the Brazilian hospitals has been reported and, in fact, the
clone BEC was not prevalent in this hospital in 2009. ST5-SCCmecll and ST105-SCCmecll
were prevalent, and also, the last one presents the aggravating factor of tigecycline resistance
when this drug was not used in the hospital. However, there was no dissemination of only one
pulsotype, suggesting these lineages to be endemic to the hospital. Knowledge of the profile
of the local lineages helps on the adequation of empiric treatment given to the patients,
besides demonstrating that care is needed on administering new drugs indiscriminately to
avoid selection of the more resistant clones.

Keywords: Staphylococcus. Epidemiology. Genomics. Recombinant proteins. Medical

microbiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Staphylococcus aureus RESISTENTES A METICILINA

Staphylococcus aureus sao cocos gram-positivos, anaerobios facultativos, membros da
familia Staphylococcaceae, e estdo entre os mais importantes patdgenos nosocomiais hd mais
de um século.' Resisténcia aos antimicrobianos também vem sendo reportada hd muito tempo,
desde 1945, com o primeiro caso de resisténcia a penicilina.” Logo apds o surgimento da
meticilina na década de 1960 - uma tentativa de controle das infec¢des por organismos
resistentes a penicilina - as primeiras linhagens resistentes a este novo antimicrobiano -
lactamico ja foram descritas, primeiramente na Europa3 e mais tarde no mundo todo, dando
origem ao termo Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA, do inglés
“methicilin-resistant Staphylococcus aureus’), que até hoje causam um grande nimero de

mortes nos hospitais ao redor do mundo (Figura 1).

Resistinga i 17 caso de
ilina — Inidie do uso A
Criagdo da da
melicilina vancomicina %@7}”
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. RUPELS peniciling com penicling | = = CA MRSA
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¥ v W ul L4 W ‘Ja’ |
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Figura 1 — Linha do tempo da resisténcia aos antimicrobianos em MRSA.

Fonte: Elaborada pela autora.

O mecanismo de agdo de um antimicrobiano B-lactamico (Figura 2) se d4 com a
ligacdo a Proteina Ligadora de Penicilina, ou PBP (do inglés, “Penicillin Binding Protein”).

Ela € responsdvel por diversas reagdes envolvidas na sintese da parede celular bacteriana,
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sendo uma D-alanina carboxipeptidase, uma peptidoglicano transpeptidase e uma
peptidoglicano endopeptidase. Ao interagir com essa enzima, o B-lactdmico impede a correta

formacao da parede celular, deixando a célula bacteriana frégil.4

Penicillin binding
protein

Figura2 — Mecanismo de acdo dos f3-lactimicos. Fonte:
Wikimedia Commons.’

O primeiro mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos a ser descrito
foi o devido a presenca de B-lactamases, uma classe de enzimas capazes de hidrolisar o anel
B-lactdmico e tornar esses antimicrobianos incapazes de inibir a sintese da parede celular
bacteriana. J4 a resisténcia aos antimicrobianos [B-lactdmicos como a meticilina, que sdo
resistentes a B-lactamases, se dd devido a presenga do elemento genético mével SCCmec (do
inglés “Staphylococcal cassette chromosome mec”) no DNA cromossdmico do micro-
organismo, que tem como parte integrante o gene mecA, responsavel pela codificagdo da
PBP2a. A PBP2a tem baixa afinidade aos B-lactamicos, o que possibilita a construcdo da
parede celular bacteriana de maneira integra, e a célula torna-se assim resistente.’

O elemento SCCmec integra-se em uma regido especifica do cromossomo de S.
aureus, a extremidade 3’do gene orfX, que até pouco tempo era de funcido desconhecida, mas

., . . . . 7-8
hoje € sabido tratar-se de um gene que codifica uma metiltransferase ribosomal.
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Existem 11 tipos de elementos SCCmec descritos até hoje, e alguns além de
carregarem o gene mecA e recombinases que promovem sua mobilidade através de linhagens,
carregam genes de resisténcia 2 outras classes de antimicrobianos (Figura 3).” Assim, os
MRSA hoje ndo sdo apenas resistentes aos -lactimicos, mas sim multirresistentes, agravando
a situacao.

Em 2011 foi identificado um gene mecA com sequéncia diferente das variacdes até
entdo descritas. Esse gene foi denominado mecC, e faz parte do tipo de SCCmec XI, até hoje
reportado apenas na Europa. Os isolados contendo esse novo gene geralmente apresentam

. e AL s - .- 7-
baixos niveis de resisténcia 2 oxacilina e cefoxitina.”®

COMPLEXO COMPLEXO
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15431 necl crA2

4
h

Figura3 - Exemplo da organizacdo de um elemento SCCmec. J1, J2
e J3 —regides de juncdo. Fonte: Elaborada pela autora.

MRSA causam desde infec¢Oes de pele e feridas, na maioria das vezes decorrente da
manuten¢do de dispositivos tipo cateter em pacientes hospitalizados, até pneumonias e
infeccdes sist€micas, na sua forma mais grave. O dano pode ser causado pela propria infeccao
ou por toxinas produzidas pelo patégeno.'*"!

Na década de 1980 foram reportados casos de infec¢cdes fora do ambiente hospitalar
causadas por linhagens especificas de MRSA que foram denominadas MRSA associados a
comunidade (CA-MRSA, do inglés “Community Associated - MRSA”), que possuiam como
caracteristica principal a maior sensibilidade aos antimicrobianos e a maior viruléncia
associada, quando comparado as linhagens nosocomiais (HA-MRSA, do inglés “Hospital
Acquired - MRSA”)."> Até alguns anos atras, as linhagens de S. aureus podiam ser entdo
classificadas como HA-MRSA ou CA-MRSA, porém hoje ja se observa certa homogeneidade

entre essas linhagens, encontrando-se HA-MRSA na comunidade bem como CA-MRSA no

ambiente hospitalar.13
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1.2 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR E MRSA

A Epidemiologia Molecular é uma ciéncia que dispde de vérias ferramentas para:

- detectar surtos em hospitais;

- identificar clones presentes em determinada regido;

- monitorar o espalhamento de clones e plasmideos entre os hospitais e ao redor do
mundo.

Como exemplo de aplicacdo, temos o trabalho de Harris et al. (2010) onde os autores
realizaram um estudo com linhagens do tipo de sequéncia (ST, do inglés “Sequence Type”)
239 de MRSA isoladas em diferentes partes do mundo desde os anos 1980. Puderam criar
uma darvore filogenética mostrando o espalhamento intercontinental da linhagem através do
tempo. Os autores estimaram uma taxa de mutacdo de 3,3 x 10° por sitio por ano, e
encontraram que o ancestral comum mais antigo data de meados da década de 1960, que
condiz com o periodo da emergéncia dos MRSA na Europa. Essa taxa de mutagdo
proporcionaria uma mutac¢do pontual a cada 6 semanas, taxa cerca de 1000 vezes maior que
para Escherichia coli.*

Diversas linhagens de MRSA t€m sido descritas ao redor do mundo, mas linhagens do
complexo clonal (CC) 5 e 8 sdo as mais prevalentes.”> O clone de MRSA denominado Clone
Brasileiro Endémico (BEC, do ingles “Brazilian Endemic Clone”), um ST239-SCCmeclll, é
prevalente no Brasil, e estd também sendo reportado no restante da América do Sul bem como

em parte da Europa.lé'17

Um estudo demonstrou que BEC foi isolado em 19 cidades
brasileiras, em 14 diferentes estados entre 1995 e 1997.'8 Contudo, outras linhagens
internacionais tem sido detectadas nos hospitais brasileiros, como CC5-SCCmecIV **!, CC1-
SCCmecIV ****, ST5-SCCmecll '°, ST8-SCCmecIV ", ST5-SCCmecl " e ST30-
SCCmecIV. >

No presente trabalho, essas ferramentas sdo utilizadas para tragar o perfil das
linhagens de MRSA presentes no Hospital Risoleta Tolentino Neves, de Belo Horizonte —
MG, no periodo de junho a dezembro de 2009, e verificar se ha uma distribui¢cdo clonal. Os
dados gerados sdo importantes para que a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH) possa tomar providéncias mais especificas de controle de infec¢des, podendo até

mesmo contribuir para diminuir o tempo de internacdo dos pacientes, o que baixaria

significativamente os custos para o hospital.
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Os dados ainda contribuem para o banco de dados internacional de MLST que
possibilita a realizacdo de estudos que geram conhecimento sobre a situacio dos MRSA na

esfera mundial.

1.3 TRATAMENTO DAS INFECCOES CAUSADAS POR MRSA

Os antimicrobianos de escolha para o tratamento de infec¢des causadas por MRSA no
Brasil sdo vancomicina, teicoplanina e linezolida. Outras alternativas sdo clindamicina, os
macrolideos e sulfametoxazol/tlrimetoprima.23 As alternativas mais recentes para o tratamento
sdo daptomicina e tigeciclina.

Daptomicina € um lipopeptideo ciclico com atividade bactericida rapida. Em 2003 seu
uso clinico foi aprovado nos Estados Unidos 24, em 2005 na Europa 2 e, recentemente, em
2008 no Brasil.* Daptomicina € indicada para o tratamento de infec¢Oes de pele complicadas,
de estruturas epiteliais e infeccdes da corrente sanguinea causadas por MRSA, porém ndo é
recomendada para o tratamento de endocardite infecciosa do lado esquerdo ou pneumonia.”’
Seu mecanismo de acdo se deve a sua estrutura quimica particular (Figura 4), composta por
um anel lipopeptidico e uma cadeia lateral lipofilica, a qual se insere na membrana celular
bacteriana causando despolarizacdo devido a perda de fons potdssio. Essa despolariza¢ido por
sua vez faz com que se interrompa a sintese de DNA, RNA e proteinas, causando morte
celular.”® Esse mecanismo de acdo unico € que faz com que tal antibidtico seja ineficaz no
tratamento de infeccdes pulmonares, ja que os surfactantes presentes nesse 0rgao sequestram
as moléculas da droga evitando que ela se insira na membrana celular bacteriana.”

Tigeciclina € um antimicrobiano de amplo espectro pertencente a classe das
glicilciclinas, classe derivada das tetraciclinas, e seu mecanismo de acdo se dd justamente
através do nucleo de 4 anéis caracteristico da classe (Figura 5), ou seja, inibindo a sintese
proteica através de ligacdo 2 subunidade 30S do ribossomo bacteriano.”® Apesar do mesmo
mecanismo de ac@o, a molécula ndo é afetada pelos mecanismos de resisténcia das
tetraciclinas, como bombas de efluxo e protecao ribossomal. A maior afinidade da tigeciclina
ao ribossomo quando comparada a das tetraciclinas somado ao impedimento estérico causado
pelo grupo volumoso pode explicar sua melhor eficiéncia.’’ Embora esse antimicrobiano ndo

seja recomendado para teste contra S. aureus pelo “Clinical and Laboratory Standards
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Institute” (CLSI) *, ele o & pela “European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases” (EUCAST) P74 que no Brasil a maioria dos laboratérios seguem as
recomendacdes do CLSI, este antimicrobiano € testado in vitro apenas contra micro-
organismos gram-negativos. De acordo com o fabricante, tigeciclina é indicada para o
tratamento de infec¢des de pele complicadas, de estruturas epiteliais e infec¢des intra-

abdominais complicadas causadas por MRSA.*

Figura4 —  Estrutura quimica da daptomicina. Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5 —  Estrutura quimica da tigeciclina.
Fonte: Elaborada pela autora.

1.4 S. aureus E GraR

Em 1997 foi descrita uma nova classe de MRSA, os Staphylococcus aureus com

N

resisténcia intermedidria a vancomicina (VISA, do inglés “Vancomycin-intermediate S.

3
aureus™).>
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A vancomicina age prevenindo a transpeptidacdo de cadeias de peptidoglicano na
parede celular bacteriana.’® Vdrios estudos tém demonstrado possiveis alteracdes fenotipicas
que levam a resisténcia a este antiobidtico, dentre elas o aprisionamento das moléculas de
vancomicina na parede celular mais espessa encontrada nas linhagens resistentes, impedindo
sua difusdo até o sitio de transpeptidagéo.37

Algumas alteracOes genéticas que poderiam ter participagdo no surgimento de
linhagens VISA ja foram identificadas, porém n@o estd claro as implicacdes funcionais dessas
mutacdes.”® Virios autores enfatizam a importdncia do sistema regulatério de dois
componentes graRS dentre tais alterac;cBes.”"‘3

Um sistema de dois componentes permite que a bactéria reconhega estimulos
ambientais e produza uma resposta. O primeiro componente desse sistema seria uma
histidina-quinase, nesse caso, GraS, que estd localizada na membrana celular do micro-
organismo € quando estimulada por um fator externo se auto-fosforila e funciona como
doadora de ions fésforo para um residuo de aspartato do segundo componente, o regulador de
resposta, nesse caso GraR, que entdo assume sua forma ativa dimérica. O regulador de
resposta é composto por dois dominios, o N-terminal chamado de receptor, e o C-terminal
chamado de efetor. O dominio efetor é responsédvel por se ligar ao DNA e regular a sua
transcri¢o em resposta ao estimulo inicial.** A Figura 6 ilustra esse processo.

De acordo com Neoh et al. (2008) a expressdao do gene codificando o regulador de
resposta GraR do sistema graRS mutante em S. aureus com resisténcia heterogénea a
vancomicina (h-VISA, do inglés “Heterogeneous vancomycin-resistant S. aureus”) leva a um
aumento considerdvel na espessura da parede celular bacteriana e, consequentemente, a um
aumento na concentracio inibitéria minima (CIM) de vancomicina para um nivel de VISA.
Por outro lado, a expressdo deste mesmo gene em uma linhagem sensivel a vancomicina
(VSSA, do inglés “Vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus) ndo provoca 0os mesmos
resultados, sugerindo assim a necessidade de mais de um passo para o surgimento de uma
linhagem VISA.»

Cui et al. (2009) apresentam dados que resultam na hipétese de que primeiramente
ocorreria uma mutagdo no sistema regulatorio de dois componentes vraSR de uma linhagem
MRSA dando origem as linhagens h-VISA, e s6 ap6s uma mutacio no sistema graSR das h-
VISA ¢ que surgiriam as linhagens VISA.** Estes mesmos autores sugerem que uma mutaco
no gene graR (graR*) também estd envolvida na reducdo da sensibilidade a daptomicina de

linhagens VISA.
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Figura 6 — Mecanismo de acdo de um sistema de
dois componentes. Fonte: Elaborada pela
autora.

Outro grupo de pesquisa observou recentemente a mesma mudanca em GraR

reportada em Mu50 e mostrada na Figura 7 (N197S), confirmando o fato de este ser um passo

. . - ey eq- < .. 45
essencial no desenvolvimento de nao susceptibilidade a vancomicina.
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
GraR MOILLVEDDNTLFOQELEKEKEELEQWDFNVAGIEDFGEVMEBTFESFNP 45
GraR* MOITLLVEDDNTLFOELEKKELEQWDFNVAGIEDFGKVMDTFESFMNEP 45
50 55 0 85 70 75 80 a5 [0
GraR EIVILDVOQLEEYDGEFYWCREKMREVSNVPILFLSESRDNPMDOVMSM 80
GraR* EIVILDVQLEPEKEYDGEYWCRKMREVSENVPILFLSSRDNPMDQVMSM 80
95 100 105 110 115 120 125 130 135
GraR ELGADDYMQEKEPFYTNVLIAKLOAIYRRVYEFTAEEKRTLTWQDAV 135
GraR* ELGADDYMQOQEKPFYTNVLIAKLQAIYRRVYEFTAEEKRTLTWQDAY 135
140 145 150 155 160 165 170 175 180
GraR VDLSKDSIQKGPDTIFLSKTEMIILEILITEKKNQIVSRDTIITAL 180
GraR* VDLSEKDSIQEKGDDTIFLSKTEMIILEILITEENQIVSRDTIITAL 180
185 180 19, 200 205 210 215 220
GraR NDZEF\FVSDN'ZLT\.-N‘JEQLRKKLSEISMDSAIETKUGKGYUAHE 224
GraR* WDDEAFVSDNTLTVNVEBRELREKLSEISMDESATIETEKVGEGYMAHE 224

Figura 7 - Sequéncias primdrias das proteinas GraR e sua mutante GraR*, destacando
o aminodcido alterado com a muta¢d@o. Fonte: Elaborada pela autora.

Camargo et al. (2008) demonstraram que utilizando daptomicina in vitro foi possivel
selecionar a linhagem S. aureus 10¥3d1 que é h-VISA e resistente a daptomicina. S. aureus

10*3d1 € derivada da S. aureus N315AIP, uma linhagem parental sensivel aos dois
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antimicrobianos. Com isso foi sugerido que pode haver um mecanismo de resisténcia cruzada
entre vancomicina e daptomicina.46 Em seguida, Katayama e colaboradores (2009)
descreveram que uma muta¢do em vraS também resultou na redug¢do da sensibilidade a
daptomicina concomitantemente com o aparecimento do fenétipo de h-VISA.*” Existem
divergéncias entre os relatos sobre o mecanismo genético, o que indica que o perfil da
linhagem pode influenciar no mecanismo a ser utilizado pela bactéria para um fenétipo em
comum: a resisténcia.

Acredita-se que o locus de graRS poderia controlar pelo menos 248 genes,48 e
experimentos de microarranjo j4 demonstraram que uma mutagdo pontual em graR altera a
expressdao de mais de 100 genes, o que pode dar origem a células que se adaptam mais
adequadamente a ambientes adversos.™

Em 2011, Farlord et al. demonstraram o envolvimento do sistema de dois
componentes GraRS com a resisténcia aos Peptideos Antimicrobianos Catidnicos (CAMP, do
inglés Cationic Antimicrobial Peptides) através de repulsio eletrostdtica, pois ele controla a
expressdo de um complexo enzimadtico responsavel pela D-alanilacdo dos acidos teicoicos
(DItABCD) e também de outra enzima que promove a lisinilacdo de fosfatidilglicerdis
(MprF). GraRS também controla a expressdao de um transportador ABC, vraFG, que tem sido
relacionado 2 resisténcia aos CAMP.*

Os mesmos autores também sugerem uma sequéncia repetida invertida sendo bem
conservada a montante do operon vraFG e também do operon ditABCD e gene mprF como
sendo seu possivel promotor, porém apds vdrias tentativas o grupo ndo conseguiu obter a
proteina GraR na sua forma ativa para mostrar a ligacio ao DNA in vitro.”

Sendo assim, o estudo estrutural da proteina GraR € de fundamental importincia para

o melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos além da fisiologia de

S. aureus.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do estudo estrutural é:
- estudar as proteinas GraR e GraR* visando entender os mecanismos de
resisténcia a vancomicina e a daptomicina em S. aureus, bem como auxiliar no

entendimento da fisiologia de S. aureus.

Os objetivos do estudo epidemioldgico sdo:

- Tragar o perfil fenotipico e genotipico das amostras bacterianas provenientes
do Hospital Risoleta Tolentino Neves em Belo Horizonte a fim de verificar a
disseminagdo de alguma linhagem:;

- Procurar nas linhagens brasileiras mutagdes em genes descritos na literatura
como responsdveis pelas resisténcias a vancomicina e a daptomicina;

- Pesquisar a presenca do fator de viruléncia Leucocidina de Panton-Valentine
nos isolados;

- Sequenciar o genoma de uma linhagem representativa do clone prevalente no

hospital.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSTRUCOES graR ou graR* UTILIZANDO O VETOR pET28a

O gene codificando GraR, proveniente da linhagem MRSA S. aureus N315, ou

GraR*, proveniente da linhagem VISA S. aureus Mu50, foi previamente clonado por

colaboradores em vetor pET28a (Novagen, Madison, EUA) o qual expressa proteinas hexa-

histidina e possui sitio para trombina (Figura 8).
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Figura8 — Mapa do vetor pET28a. Fonte:

Merck Millipore.>

Os vetores que se encontravam inseridos em células de clonagem E. coli DH5a

(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) foram extraidos através do conjunto Wizard® Plus Minipreps
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DNA Purification System (Promega, Madison, EUA) e utilizados para transformar células de
expressdo E. coli BL21 (DE3) pLysS (Novagen, Madison, EUA) através de choque térmico.

As células transformadas foram pré-inoculadas em caldo Luria-Bertani (LB) contendo
os antimicrobianos adequados (canamicina e cloranfenicol) e permanceram durante a noite em
agitador a 37 °C. Os pré-inéculos foram transferidos para meio de auto-inducio o qual foi
incubado a 37 °C até atingir densidade 6tica em comprimento de onda de 600 nm (DOgpg)
igual a 0,5, e entdo a expressdo proteica se deu por 20 horas a 18 °C.

Ap6s centrifugacdo por 20 minutos a 4.000 g, o concentrado celular foi suspenso em
tampao de lise (Tris-HCI 20 mM pH = 7.,4; NaCl 300 mM; Imidazol 20 mM) e as células
foram lisadas através de sonicacdo por 14 ciclos de 30 segundos intercalados com 30
segundos de descanso. Em seguida, os debris foram separados da fracdo solivel contendo
GraR ou GraR* através de centrifugacao a 40.000 g por 20 minutos.

A purificacdo se deu por meio de cromatografia de afinidade utilizando coluna pré-
empacotada com resina de niquel HisTrap™ HP (GE Healthcare, Sao Paulo, Brasil). As
proteinas purificadas foram submetidas a clivagem de suas caudas de hexa-histidina com
trombina (5 U/ mg de proteina) em aparato de didlise, contra tampao livre de imidazol. Apds
clivagem foi realizado passo adicional de purificacio em coluna cromatografica de gel-

filtracdo Hiload® 16/60 Superdex® 200 (GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasil).

3.1.1 Ensaios de Dicroismo Circular de GraR e GraR*

O equipamento utilizado foi o espectropolarimetro J-815 (JASCO, Sao Paulo, Brasil)
disponivel no Laboratério de Espectroscopia do Grupo de Biofisica (IFSC).

As proteinas primeiramente foram ajustadas para concentragdo final de 0,25 mg/mL.
Foi realizada a leitura do espectro de dicroismo circular nos comprimentos de onda de 190 a
250 nm em intervalos de 0,2 nm variando a temperatura desde 20 até 90 °C em intervalos de 2
°C.

Os dados foram normalizados para elipticidade molar com o intuito de se comparar a

estabilidade térmica das duas proteinas em questao.



45
Capitulo 3 — Materiais e Métodos — Esfudo Estrutural

3.1.2 Ensaios de Cristalizacdo de GraR e GraR*

Apos a obtencdo das proteinas GraR e GraR* purificadas, foram realizados ensaios de
cristalizacdo visando a obtencao de cristais para posterior difracdo de raios X e resolucao das
estruturas cristalinas. Primeiramente, as proteinas foram concentradas para 5 mg/mL em
dipositivo Amicon® Ultra-15 10.000 NMWL (Millipore, Sdo Paulo, Brasil).

A triagem inicial das condi¢des de cristalizacdo foi realizada através do robo de
cristalizacdo Honeybee (Genomic Solutions, Ann Arbor, EUA) utilizando método de matriz
esparsa com conjuntos comerciais para cada uma das duas proteinas de interesse. Os
conjuntos utilizados para GraR com cauda de histidina foram: PEGs Suite, PEGs Suite II,
Classics Suite e Classics Suite II (QIAGEN, Sao Paulo, Brasil); SaltRx (Hampton Research,
Aliso Viejo, EUA). Para GraR sem cauda de histidina: PEGs Suite, PEGs Suite 1I, MPD
Suite, Cryos Suite (QIAGEN, Sdo Paulo, Brasil); SaltRx, Index HT e Crystal Screen HT
(Hampton Research, Aliso Viejo, EUA). Para GraR* sem cauda de histidina: PEGs Suite,
PEGs Suite II, MPD Suite e Cryos Suite (QIAGEN, Sao Paulo, Brasil).

Encontrada uma condicao promissora, foi realizada otimizagdo manual visando obter
cristais adequados para difracdo de raios X. Essa otimizacdo incluiu variacdo de pH, de
concentracdo dos agentes precipitantes e da proteina e variagdo de temperatura de incubacdo,
além do wuso de aditivos. Ensaios de co-cristalizacio com 4cido 5-Amino-2,4,6-
tritodoisoftdlico (I3C) foram realizados paralelamente para posterior obtengdo das fases
iniciais dos modelos cristalograficos.

A coleta dos dados cristalograficos dos cristais obtidos foi realizada em linha do
“European Synchroton Radiation Facility” (Grenoble, France). O processamento, integracao e

escalonamento dos dados de difracdo foram realizados com o programa XDS.>>

3.2 CONSTRUCOES graR e graR* UTILIZANDO O VETOR pSMT3

O vetor pSMT3 € uma modificacdo do vetor pET28a (Novagen, Madison, EUA) onde
foi inserido o gene codificando a proteina SUMO entre os sitios de clivagem das enzimas

BamHI e Ndel.
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Buscou-se essa alternativa com o propdsito de se obter mais proteina na fracdo
solivel, ja que a proteina de fusdo SUMO auxilia neste objetivo, e também para melhorar o
processo de clivagem da cauda de histidina, que utilizando trombina estava sendo de baixa
eficiéncia. A clivagem da cauda de histidina de uma proteina produzida com o vetor pSMT3
se dd& no momento em que a proteina de fusdo é removida com a protease ULPI1; o
reconhecimento desta protease € na estrutura tercidria da proteina a ser clivada, diferente do
que ocorre com a trombina, que reconhece a sequéncia de aminodcidos. Mesmo a verificacao
da clivagem em eletroforese se dd mais facilmente, visto a grande diferenca de tamanho da

proteina fusionada da proteina clivada.

3.2.1 Amplificacao dos genes graR e graR*

Primeiramente, utilizou-se DNA gendmico de S. aureus N315 para amplificacdo do
gene graR e de S. aureus Mu50 para amplificacdo do gene graR*. Os “primers” utilizados
nesta amplificacdo foram confeccionados para inserir no fragmento sequéncias de
reconhecimento para as enzimas de restricdo BamHI (fw) e Xhol (rv), e assim tornar possivel

o uso do vetor pSMT?3 (Tabela 1).

Tabela 1 — “Primers” para amplificacdo dos genes graR e graR* com sitios para enzimas BamHI e Xhol
A y ns o CONTEUDO TAMANHO DO
NOME SEQUENCIA 5°-3 Tm (° C) GC (%) AMPLIFICADO
GGATCCATGCAAATACT
GraRBamHISumo ACTAGTAGAAGATGAC 61,4 44.4 100
CTCGAGTATTATTCATG
GraRXholISumo AGCCATATATCCTTT 58,0 34,38

Fonte: Elaborada pela autora

A reagdo de PCR utilizou o tampao da polimerase Taq a 1x, 0,2 mM da mistura dos 4
deoxinucleotidos, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada “primer”, 1,5 U de polimerase Taq, 100
ng de DNA e 4agua q.s.p. 50 uL de reacao.

O esquema de ciclagem de temperatura utilizado foi um passo inicial de desnaturagdo
a 94 °C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos,
anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos. Em seguida um passo

final de extensdo a 72 °C por 2 minutos.
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Para verificagdo da integridade e pureza dos amplificados, realizou-se uma corrida

eletroforética em gel de agarose 1% a 80 V por 40 minutos.

3.2.2 Ligacao em vetor de clonagem pGEM e transformacio em E. coli DHS-a

Os produtos de PCR na concentracdo de 12 ng/uL foram utilizados na liga¢do ao vetor
pGEM (Promega, Madison, EUA).

Para a ligacdo seguiu-se o protocolo do vetor que preconiza reagdo de 1 hora a
temperatura ambiente utilizando 1 pL vetor, 1 pL inserto, 1 uL. T4 DNA ligase (3 U/uL), 5
pL tampao de ligacdo e 2 uL. de dgua.

Ap6s a ligagdo seguiu-se a transformacgdo em células E. coli DHS5-a. As células e o
vetor ligado foram mantidos em gelo por 5 minutos até que as células descongelassem. Em
tubo de 1,5 mL adicionou-se 2 uL. da reagdo de ligacdo e 50 pL de células; manteve-se por 10
minutos no gelo. Realizou-se choque térmico em banho-maria 42 °C por 45 segundos seguido
de gelo por 2 minutos. Adicionou-se 950 uL de caldo LB e manteve-se em agitador a 37 °C
por 1 hora. Semeou-se 700 pL, 200 uL e 100 pL respectivamente em 3 placas de dgar LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 80 pg/mL de X-gal, utilizando alca de

Drigalski. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 16 horas.

3.2.3 Digestao do vetor pSMT3 e dos insertos graR e graR*

Uma coldnia positiva da etapa anterior foi inoculada em caldo LB contendo 100
pg/mL de ampicilina que foi incubado em agitador a 37 °C por 24 horas.

Realizou-se extragdo de DNA plasmidial desta cultura utilizando o conjunto Wizard®
Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, EUA), bem como seu
protocolo, partindo de 8 mL.

A digestdo tanto do plasmideo pSMT3 quanto dos insertos foi realizada conforme

sugerido pelo site do fabricante das endonucleases (Fermentas, Burlington, Canadd), com
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Tampao Tango 2x, BamHI em excesso 2x, Xhol 1x e incubagdo a 37 °C por 6 horas e entdo
realizou-se a inativacdo enzimaética, elevando a temperatura para 80 °C e mantendo-a por 20
minutos.
Para verificacdo da ocorréncia da digestdo adequada realizou-se corrida eletroforética
em gel de agarose 1% a 90 V por 40 minutos com todo o contetido das reagcdes de digestao.
As bandas foram cortadas do gel e purificadas utilizando o conjunto Wizard® SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, EUA).

3.2.4 Ligacao no vetor de expressao pSMT3 e transformacio em E. coli DHS-a

Foi utilizada reacao contendo 2 uL do vetor (48,8 ng), 15 uL do inserto (258 ng), 2 uLL
de Tampao T4 DNA Ligase 10x, 0,75 uLL de T4 DNA Ligase e 0,25 uL de 4dgua. A reacdo foi
mantida a 18 °C por 1,5 horas.

Depois disso procedeu-se com a transformacdo em E. coli DH5-a, utilizando 5 pL da
reacdo de ligacdo para 50 uL de células competentes. As células e o vetor ligado foram
mantidos em gelo por 5 minutos até que as células descongelassem. Em tubo de 1,5 mL
adicionou-se 5 pL da reacdo de ligagao e 50 uL de células; manteve-se por 10 minutos no
gelo. Realizou-se choque térmico em banho-maria 42 °C por 45 segundos seguidos de gelo
por 2 minutos. Adicionou-se 200 uL de caldo LB e manteve-se em agitador a 37 °C por 1
hora. Plaqueou-se todo o conteido do tubo em placa de dgar LB contendo 30 pg/mL de
canamicina, 0,5 mM de IPTG e 80ug/mL de X-gal, utilizando al¢a de Drigalski. As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por 16 horas.

Para verificacdo da presenca de inserto nas colOnias que cresceram, elas foram
submetidas a reacdo de PCR com primers do inserto.

Foi realizada eletroforese dos produtos de PCR para verificacdo da amplificacdo em
gel de agarose 1% a 80 V por 40 minutos.

Uma coldnia positiva foi escolhida e foi colocada para crescer em agitador a 37 °C em
caldo LB contendo 30 pg/mL de canamicina para realizagao de extragao de DNA plasmidial e

estoque glicerinado.
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3.2.5 Transformacao em célula de expressao E. coli Rosetta™ (DE3)

Primeiramente foi realizada extracio de DNA plasmidial utilizando o conjunto
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, EUA) com 8 mL de
cultura.

Foi realizada transformacdo em células E. coli Rosetta™ (DE3) na proporcao 1:10
(vetor:célula), com choque térmico a 42 °C por 45 segundos seguido de 2 minutos em gelo.

As células foram mantidas em agitador a 37 °C por 1 hora em 250 uL. de meio LB, e
em seguida foram semeadas. As placas utilizadas foram de caldo LB contendo 30 pg/mL de
canamicina e 34 pg/mL de cloranfenicol. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24
horas.

Algumas colonias foram escolhidas para realizacdo de PCR para verificagdo da
presenca do inserto, utilizando primers do inserto.

Foi realizada eletroforese dos produtos de PCR para verificacdo da amplificacdo em

gel de agarose 1% a 80 V por 40 minutos.

3.2.6 Expressao de pSMT3-graR e pSMT3-graR* em E. coli Rosetta™ (DE3) e
purificacao das proteinas GraR e GraR*

As células transformadas foram pré-inoculadas em caldo LB contendo 30 pg/mL de
canamicina e 34 ug/mL de cloranfenicol e incubadas em agitador a 37 °C por 24 horas. Em
seguida foi realizado in6culo em meio de auto-inducdo, o qual foi incubado em agitador a 37
°C até atingir densidade otica em comprimento de onda de 600 nm (DOgg) igual a 0,5, e
entdo a expressao proteica se deu por 20 horas a 18 °C.

Os meios de cultura foram centrifugados por 40 minutos a 4500 rpm e 8 °C para
separac¢do das células. O sobrenadante foi descartado e o concentrado celular ressuspenso em
40 mL de tampao 20 mM Tris pH 7,4 + 300 mM NaCl + 20 mM Imidazol. Os concentrados
celulares diluidos foram armazenados em tubos de 50 mL no freezer a — 20 °C.

Um concentrado celular correspondente a cada proteina foi descongelado e as células

foram lisadas através de sonicacdo por 14 ciclos de 30 segundos de sonicagdo intercalados
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com 14 ciclos de descanso. Em seguida seus debris foram separados da fracdo solivel
contendo GraR ou GraR* através de centrifugacdo a 9.000 rpm por 40 minutos.

A purificacdo se deu por meio de cromatografia de afinidade utilizando coluna pré-
empacotada com resina de niquel HisTrap™ HP (GE Healthcare, Sao Paulo, Brasil). As
proteinas purificadas foram submetidas a clivagem de suas caudas de hexa-histidina através
de incubacdo com ULP1 (1 parte de ULP1 para 80 partes da proteina a ser clivada, em massa)
em aparato de didlise, contra tampdo livre de imidazol. Apds clivagem foram realizados
passos adicionais de purificacdo por meio de cromatografia de afinidade utilizando coluna
pré-empacotada com resina de niquel HisTrap™ HP (GE Healthcare, Sao Paulo, Brasil) e
coluna cromatografica de gel-filtracio Hiload® 16/60 Superdex® 200 (GE Healthcare, Sao
Paulo, Brasil).

3.2.7 Ensaios de Cristalizacdao de GraR e GraR*

As proteinas purificadas foram concentradas com Amicon® Ultra-15 10.000 NMWL
(Millipore, Sao Paulo, Brasil) até o volume de 500 uL. A concentracdo final de GraR foi 5,8
mg/mL e de GraR* 4 mg/mL. Com essas amostras foram confeccionadas as seguintes caixas
de cristalizacdo com o auxilio de robd, com gotas de 0,9 pL: SaltRx (Hampton Research,
Aliso Viejo, EUA); Cryos Suite, PEGs Suite, PEGs II Suite, Classics Suite e Classics Suite 11
(QIAGEN, Sdo Paulo, Brasil)

3.2.8 Ensaios de Dicroismo Circular de GraR e GraR*

O equipamento utilizado foi o espectropolarimetro J-815 (JASCO, Sao Paulo, Brasil)
disponivel no Laboratério de Espectroscopia do Grupo de Biofisica (IFSC-USP).
As proteinas primeiramente foram ajustadas para concentracdo final de 0,25 mg/mL.

Foi realizada a leitura do espectro de dicroismo circular nos comprimentos de onda de 200 a
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250 nm em intervalos de 0,2 nm variando a temperatura desde 10 até 90 °C em intervalos de 5
°C.

Os dados foram normalizados para elipticidade molar com o intuito de se comparar a
estabilidade térmica das duas proteinas em questao.

Os dados de 25 °C e 90 °C para GraR e GraR* foram submetidos ao programa K2D **,

que prediz a composi¢do em estruturas secundarias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As amostras bacterianas de 20 pacientes do Hospital Risoleta Tolentino Neves em
Belo Horizonte — MG consistem de MRSA isolados entre junho e dezembro de 2009 e
identificados por meio do Sistema Vitek® 2 (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) no
Laboratério Geraldo Lustosa (Tabela 2). Um nimero de 25 isolados eram de focos de
infeccdo e como o hospital realiza um programa de vigilancia epidemioldgica, 11 isolados de
colonizagdo de alguns dos pacientes infectados estavam disponiveis e foram incluidos no
estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (CEP/FCFRP n” 46/2011).

4.2 EXTRACAO DE DNA DOS ISOLADOS

Cada um dos isolados armazenados em freezer -80 °C em caldo de infusdo de cérebro
e coragdo (BHI, do inglés “Brain and Heart Infusion”) contendo 40% de glicerol foi inoculado
pela técnica de esgotamento em placas de agar 2xYT.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 14 horas para que houvesse
crescimento de coldnias isoladas e fosse confirmada a pureza das amostras.

Uma colodnia isolada de cada amostra foi inoculada em tubo contendo 10 mL de caldo
BHI. Os tubos foram incubados em agitador com rotacdo de 100 rpm a 37 °C por 20 horas. As
células cultivadas foram centrifugadas e lavadas com solucdo fisiologica esterilizada. Em
seguida procedeu-se a lise mecanica das células utilizando pérolas de vidro tratadas com &acido
nitrico e agitacdo vigorosa, segundo Palazzo et al. (2007). O DNA foi extraido com fenol-

cloroférmio e precipitado com isopropanol.”
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Posteriormente o material genético foi suspenso em dgua e seguiu-se tratamento com
RNAse. Finalmente, o DNA extraido foi quantificado e avaliado quanto a pureza utilizando a

razdo de absorbancia 260/280 nm.

4.3 TESTES DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A CIM foi determinada para oxacilina, tigeciclina, teicoplanina, quinupristina-
dalfopristina, linezolida, daptomicina e vancomicina.

Todos os antimicrobianos foram avaliados utilizando fitas Etest® (BioMérieux, Marcy
I'Etoile, Franga). Vancomicina (Sigma-Aldrich Co., St Louis, EUA), daptomicina (Hospira
Inc., McPherson, EUA) e tigeciclina (Pfizer Inc., Groton, EUA) foram também avaliadas pela
técnica de microdiluicdo, e ainda diluicdo em dgar, no caso especifico de vancomicina.

O critério para sensibilidade aos antimicrobianos foram os recomendados pelo CLSI
2 exceto para tigeciclina, que ndo tem pontos de corte para S. aureus descritos neste
documento. Os critérios de interpretacdo para tigeciclina foram aqueles estabelecidos para
estafilococos pelo “Food and Drug Administration” (FDA) °°, isto é, CIM < 0,5 mg/L
indicando sensibilidade, os mesmos critérios do EUCAST.

Foram calculadas CIMsg e CIMy, ou seja, a concentragdo que inibiu 50% e 90% dos
isolados, respectivamente, para cada antimicrobiano testado. Para este calculo foram levadas
em consideracdo as CIM determinadas por microdilui¢do, quando mais de um método foi
empregado, e pelo Etest®, quando este foi o tnico método empregado, porém seguimos as
recomendacdes de Schwarz et al. (2010) que indica a necessidade de se arredondar o valor das
CIM para um valor acima quando este ndo faz parte das dilui¢des seriadas padrdo (isto &,

0,125;0,25;0,5; 1; 2 e 4 mg/L, etc).”’
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Tabela2 — Dados provenientes do Laboratério Geraldo Lustosa referente aos isolados em estudo

Amostra Paciente Is](?l:;tr?le(:ilfto Espécime Clinico

SAO01 1 26/06/2009 Secrecdo da articulagdo do ombro

SA02 2 26/06/2009 Prétese PTFE

SA1S5 3 06/07/2009 Refluido de cateter central

SA16 4 07/07/2009 Sangue periférico

SA17 5 10/07/2009 Tecido subcutineo da perna esquerda

SA23 6 14/07/2009 Secrecdo de foco de fratura na tibia

SA24 7 12/07/2009 Mini lavado bronco-alveolar

SA33 8 11/07/2009 Hemocultura 1 e 2

SA34 9 12/07/2009 Fragmento de tecido em membro inferior direito

SA35 10 16/07/2009 Hemocultura 1,2 e 3

SA36 8 17/07/2009 Fémur proximal direito

SA41 11 10/08/2009 Aspirado traqueal

saen o Sgosiededesson ment plrr cxert

SA43 11 10/08/2009 Sangue periférico 1,2 e 3

SA47 13 10/08/2009 Partes moles e liquido

SA48 13 10/08/2009 Area sequestro 6sseo em patela

SA67 14 29/08/2009 Hemocultura 1 e 2 e ponta de cateter de duplo limen

SA69 15 01/09/2009 Ponta de cateter

SA70 14 29/08/2009 Ponta de cateter vascular central

SAT2 16 07/09/2009 Mini lavado bronco-alveolar

SA73 17 07/09/2009 Fragmento de tecido profundo de pé direito

SA82 18 20/09/2009 Hemocultura 1,2 e 3

SA83 18 20/09/2009 Ponta de cateter

SA100 19 08/10/2009 Hemocultura 1 e 3

SAI113 20 16/11/2009 Mini lavado bronco-alveolar

SA07 10 29/06/2009 Suabe nasal

SAll 4 02/07/2009 Suabe nasal

SA20 10 13/07/2009 Suabe nasal

SA21 3 13/07/2009 Suabe nasal

SA31 10 09/07/2009 Suabe nasal

SA38 11 06/08/2009 Suabe nasal

SA46 11 10/08/2009 Suabe nasal

SAS53 12 17/08/2009 Suabe nasal

SA56 14 24/08/2009 Suabe nasal

SA63 15 31/08/2009 Suabe nasal

SA64 14 31/08/2009 Suabe nasal

Fonte: Elaborada pela autora
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4.3.1 Difusao em agar

Para determinacdo da CIM por difusdo em 4gar, foram utilizadas fitas Etest®
(BioMérieux, Marcy 1'Etoile, Franca). Primeiramente inoculou-se cada isolado em dgar BHI e
incubou-se em estufa a 37 °C por 24 horas para obtencao de coldnias isoladas.

Com coldnias isoladas foi produzida uma suspensao na escala 0,5 de Mc Farland em
solucgdo fisioldgica esterilizada, que foi inoculada em placa de d4gar Mueller-Hinton (AMH) ou
Mueller-Hinton com 2% de NaCl, para oxacilina.

ApOs incorporacao da suspensdo bacteriana no meio de cultura, uma fita Etest® do
antimicrobiano a ser testado foi colocada com pinga. Incubou-se em estufa a 37 °C e realizou-
se a leitura apds 24 e 48 horas. A CIM foi determinada pelo ponto de intersec¢do entre a fita e

a elipse de inibi¢do do crescimento do micro-organismo.

4.3.2 Microdiluicao

. , . e~ . 2
Para realizar o método da microdiluicio foram seguidas as normas do CLSL’

Preparou-se uma solugdo-estoque a 320 mg/LL de vancomicina em dgua ultrapura levando em
conta a poténcia do antimicrobiano (90%). Diluiu-se esta solu¢do em caldo Mueller-Hinton
(CMH) de modo a obter a concentracao inicial para preparo das microplacas de 96 pocos, ou
seja, 16 mg/L. A partir desta concentracao foi sendo realizada dilui¢do seriada 1:2 na prépria
microplaca (100 pL por poco). Foi incluido para cada microplaca um controle positivo (CMH
sem adicdo de antimicrobiano) e um controle negativo (CMH sem adi¢do de indculo). O
mesmo procedimento foi realizado para daptomicina e tigeciclina, exceto o fato de que se
utilizou CMH cétion-ajustado para tigeciclina e CMH cétion-ajustado suplementado com
cloreto de célcio para uma concentragdo final de 50 mg/L de ions cdlcio, no caso da
daptomicina. Os intervalos de concentracio de antibidtico avaliados foram 0,125 mg/L a 16,0
mg/L para vancomicina e 0,125 mg/L a 4 mg/L para daptomicina e tigeciclina.

O in6culo foi preparado como descrito no CLSI **

e as microplacas foram incubadas
em estufa a 37 °C. A leitura foi feita observando se houve ou ndo turvacdo do meio como

resultado do crescimento bacteriano, apds 24 e 48 horas. Para facilitar a visualizacdo do
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resultado, empregou-se 30 pL. de solucdo de resazurina (Sigma-Aldrich Co., St Louis, EUA)
0,1 mg/mL em cada pocgo, e aguardou-se 4 horas para revelacdo. A mudanca de coloracdo de
azul para rosa indicava crescimento, devido a reducdo da forma oxidada. A CIM foi definida
pela menor concentracio do antimicrobiano capaz de inibir visualmente o crescimento

bacteriano.

4.3.3 Diluicio em Agar

Para realizacdo do método da diluicdo em 4gar igualmente seguiu-se as normas do
CLSI .** Os indculos foram semeados utilizando um replicador de Steers, e as concentracdes
de vancomicina avaliadas foram as mesmas da técnica de microdiluicdo.

As placas foram deixadas no fluxo laminar até que os indculos secassem e entdo elas

foram incubadas em estufa a 37 °C. A leitura foi realizada apos 24 e 48 horas.

4.3.4 Triagem para h-VISA

Todos os isolados foram submetidos a triagem para h-VISA através de andlise de
populacdo de um tnico ponto. Uma linhagem € classificada com h-VISA quando sua CIM
fica na faixa da sensibilidade para vancomicina, ou seja, CIM < 2 mg/L, mas quando se
realiza andlise de populacdo uma parte da cultura apresenta crescimento em concentracdes de
vancomicina maiores que 2 mg/L, ou seja, € uma linhagem com populacao heterogéna.

Culturas com crescimento de 18 horas em caldo BHI foram ajustadas para turbidez
0,5 na escala Mc Farland. Aliquotas de 100 uL da suspensdo de células foram espalhadas em
placas de d4gar BHI contendo 4 mg/L de vancomicina. As placas foram incubadas a 37 °C e
lidas ap6s 48 horas. Foram considerados possiveis h-VISA aqueles isolados que apresentaram

A P . ~ 58
colOnias contaveis em 48 horas de incubagao.
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4.3.5 Analise de Populacao

Isolados que apresentaram algum crescimento na triagem para deteccdo de h-VISA ou
foram detectados como VISA por Etest® foram submetidos a andlise de populagao. Os
isolados foram cultivados em caldo BHI por 24 horas e entdo as culturas foram diluidas em
solugdo fisiolégica esterilizada até atingirem a escala 0,5 de Mc Farland (correspondente a 10®
UFC/mL). Virias diluicdes 1:10 foram preparadas a partir desta, até 10 UFC/mL. Inoculou-se
0,1 mL de cada suspensdo em placas contendo 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 mg/L de vancomicina.
As placas foram entdo incubadas em estufa a 37 °C. Apds 48 horas realizou-se a contagem de
coldnias, o valor das dilui¢des foi corrigido e o resultado plotado em grafico log 10 UFC/ml
versus concentragdo de vancomicina. A drea sob a curva foi calculada e comparada a da
linhagem h-VISA Mu3. Um isolado é considerado h-VISA se houver pelo menos 1 logl0 de
crescimento na concentragdo de 4 mg/L de vancomicina % ou a razdo entre a dreas sob a
curva do mesmo e da linhagem Mu3 for maior ou igual a 0,9. >

Isolados que apresentaram crescimento peculiar no Etest® para daptomicina também
foram submetidos a anédlise de populacdo para esta droga. O procedimento foi 0 mesmo
descrito acima, exceto que o caldo BHI foi suplementado com calcio até uma concentragdo de
50 mg/L e as concentracdes de droga testada foram 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 3 e 4 mg/L.
Como ndo existe padronizacio da interpretacdo dos dados, seguiu-se os critérios de Hiramatsu
et al. (1997) para vancomicina.”® Assim, havendo crescimento de pelo menos 1 logl0 na
concentragdo de 2 mg/LL de daptomicina e a amostra sendo sensivel pelo método da
microdiluicdo, era considerada S. aureus com resisténcia heterogénea a daptomicina (h-

DRSA, do inglés “Heterogeneous daptomycin-resistant S. aureus”).”®

4.4 DETECCAO DA PRESENCA DO GENE mecA

A pesquisa foi realizada utilizando reagdo de PCR com “primers” desenhados para o
gene em questdo, seguida de andlise do produto em corrida eletroforética a 5 V/cm em gel de

agarose 1% para verificacdo de uma banda de 286 pb.
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Os “primers” utilizados para amplificacdo do gene mecA e a reagdo de PCR foram os
descritos por Kondo et al. (2007).° O programa consistiu de uma etapa de desnaturacio
inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos,
anelamento a 57 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, e ainda uma etapa de

extensdo final a 72 °C por 2 minutos.

4.5 TIPAGEM MOLECULAR

4.5.1 “Multilocus Sequence Typing” (MLST)

Fragmentos de 7 genes “housekeeping” foram amplificados utilizando “primers” e
condi¢des segundo o esquema descrito no site Multilocus Sequence Typing Homepage o1
exceto o “primer” gmk rv que foi redesenhado de modo a cobrir uma por¢cdo maior do alelo
gmk para fins de sequenciamento. A sequéncia do “primer” gmk rv utilizada foi 5°-
GCTCAGCTTCTACAATACATTGAA-3

Os amplicons foram verificados quanto a pureza em eletroforese 5 V/cm em gel de
agarose 1% e em seguida foram purificados utilizando o conjunto Wizard® SV (Promega
Corporation, Fitchburg, EUA). Apds purificacdo, os amplicons foram quantificados em
equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) onde ainda verificou-
se a relacdo de pureza 260/280 nm.

Eles entdo foram submetidos ao sequenciamento em duplicata em equipamento
MegaBACE™ (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido) utilizando os mesmos
“primers” da reagdo de PCR.

As sequéncias produzidas foram analisadas através do programa ContigExpress, parte
integrante do pacote VectorNTI® 11.0 (Life Technologies, Carlsbad, EUA) para a formagao
dos seus “contigs”. Os “contigs” formados foram entdo submetidos a andlise mutacional
comparando-os as sequéncias depositadas no banco de dados do site Multilocus Sequence
Typing Homepage. Com isso, cada sequéncia, de cada alelo, de cada isolado foi classificada

de acordo com o banco de dados resultando num Perfil Alélico. Este Perfil Alélico consiste de
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um conjunto de 7 ndmeros, cada qual correspondente a um alelo. A cada conjunto de 7
ndmeros € dado um outro ndmero, o chamado ST.

Os STs foram ainda analisados com o auxilio do algoritmo eBURSTV3,62 onde €
possivel verificar a relagdo genética entre os STs e com o banco de dados, o que permite

observar sua distribui¢do mundial.

4.5.2 Eletroforese em Campo Pulsado

PFGE foi realizada apds macrorrestricio do material genético dos isolados com a
enzima Smal, de acordo com Tenover et al. (1995).63 O gradiente da corrida de 22 horas foi
de 6 V/cm sob angulo de 120°, com tempo inicial de 5 segundos e tempo final de 40 segundos
e rampeamento linear. O perfil eletroforético foi analisado com o programa Bionumerics v6.5
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) realizando agrupamento baseado nos
coeficientes Dice e utilizando o método da média aritmética ndo ponderada, onde otimizacao
e tolerancia foram ajustados para 0,5% e 1,25%, respectivamente. Amostras foram
consideradas do mesmo pulsotipo quando compartilharam mais de 80% de similaridade no

perfil eletroforético.**

4.5.3 Tipagem do elemento SCCmec

Foi empregado PCR “multiplex” em duas etapas para tipagem do elemento SCCmec.*”

A primeira etapa classificou o complexo ccr de acordo com o tamanho do amplificado:
695 pb para ccrA1B1, 937 pb para ccrA2B2, 1791 pb para ccrA3B3, 1287 pb para ccrA4B4 e
518 pb para ccrC, além da amplificacdo de um controle interno, o gene mecA com tamanho
de 286 pb.

A segunda etapa classificou o complexo mec de acordo com o tamanho do
amplificado: 1963 ou 1797 pb para classe A (mecA-mecl), 2827 pb para classe B (mecA-
IS71272) e 804 pb para classe C (mecA-IS431).
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A combinag¢do de complexo ccr e classe mec resultou no tipo de elemento SCCmec:
SCCmecl — ccrA1B1/B, SCCmecll — ccrA2B2/A, SCCmeclll — ccrA3B3ccrC/A, SCCmeclV
—ccrA2B2/B, SCCmecV — ccrC/C, SCCmecVI — ccrA4B4/B.

Os “primers”, bem como a reagdo de PCR “multiplex” e programa utilizados foram os
descritos por Kondo et al. (2007).60

Linhagens padrdo foram amplificadas em cada um dos PCR “multiplex” para fins de
controle de qualidade. Sao elas S. aureus NCTC10442 (SCCmecl), S. aureus N315
(SCCmecll), S. aureus 85/2082 (SCCmeclll), S. aureus CAO5 (SCCmeclV), S. aureus WIS
(SCCmecV) e S. aureus NARSA144 (controle negativo).

Nos casos em que houve amplificagdo de ccrA2B2 e ccrA4B4 no mesmo isolado, foi
realizado um protocolo adicional para confirmar a origem externa ao elemento SCCmec de
ccrA4B4, e assim enquadrar tais amostras em subtipos de SCCmecll (A a E). Esse
“multiplex” PCR adicional utilizou “primers” que identificam o gene mecA (mecAl147-F e
mecAl112-R), a classe mec A (mecl-F e mecl-R), o ccrA4B4 externo ao elemento SCCmec de
origem em Staphylococcus epidermidis (ccr4-Fd e ccr4-R2), espécie S. aureus (nucl e nuc?),
e jun¢do especifica do SCCmec tipo VIII (VIII-F3 e VIII-R3).0s “primers”, bem como a
reacdo de PCR “multiplex” e programa de ciclagem de temperatura utilizada foram os
descritos por McClure et al. (2010).65

A eletroforese para verificacdo das bandas foi realizada em gel de agarose 1,5% a 5

V/cm.

4.6 PESQUISA POR GENES QUE EXPRESSAM LEUCOCIDINA DE PANTON-
VALENTINE

Leucocidina Panton-Valentine (PVL, do inglés Panton-Valentine leukocidin) é uma
toxina produtora de poros, utilizada por S. aureus para destruir leucécitos. E produzida por 2
genes contiguos e co-expressos num fragmento de profago integrado no cromossomo
bacteriano.

A pesquisa por genes que expressam PVL, [ukS e [ukF, foi realizada utilizando
“primers” e condi¢des previamente descritos ® e comparando o resultado da amplificacio
com a de um controle positivo (S. aureus 81/108) em eletroforese 5 V/cm em gel de agarose

1%.
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4.7 SEQUENCIAMENTO DE GENES RELACIONADOS A RESISTENCIA A
VANCOMICINA E A DAPTOMICINA EM MRSA

Uma amostra de cada pulsotipo foi selecionada para ter alguns de seus genes
envolvidos nas resisténcias a vancomicina (ng35 , graS43, vraR® e vraS*™) e a daptomicina
(mprF°®) sequenciados. Sdo elas: pulsotipo A — SA16, pulsotipo B — SAO1, pulsotipo C —
SA33, pulsotipo D — SA73, pulsotipo E — SA23, pulsotipo F — SA17, pulsotipo G — SA113 —
pulsotipo H — SA34. A amostra SA72 também teve esses genes sequenciados, para completar
o grupo dos ST239. O gene rp0B69, também envolvido na resisténcia a daptomicina foi
sequenciado apenas nas amostras que apresentaram tal resisténcia, SA42 e SA69.

Para amplificacdo de cada gene, utilizou-se um par de “primers” composto pelo
primeiro F e dltimo R de cada grupo exposto na Tabela 3, os demais “primers” foram
utilizados apenas para fins de sequenciamento. A reacdo de PCR foi composta por 100 ng de
DNA genomico; 0,5 uM de cada “primer”; 200 uM de dNTPs; 2,5 mM de MgCl,; tampao da
DNA polimerase Taq 1x; 1,5 U da DNA polimerase Taq e q.s.p. 50 uL de agua ultrapura. O
programa consistiu de uma etapa de desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por
30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensao
a 72 °C por 2 minutos, e ainda uma etapa de extensao final a 72 °C por 2 minutos.

Os tamanhos esperados para os fragmentos amplificados sdo 630 pb para graR, 1044
pb para graS, 675 pb para vraR, 1041 pb para vraS, 2523 pb para mprF e 3552 pb para rpoB.

Os amplicons foram verificados quanto a pureza em eletroforese 5 V/cm em gel de
agarose 1% e em seguida foram purificados utilizando o conjunto Wizard® SV (Promega
Corporation, Fitchburg, EUA). Ap6s purificacdo os amplicons foram quantificados em
equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) onde ainda verificou-
se a relacdo de pureza 260/280 nm.

Eles entdo foram submetidos ao sequenciamento em equipamento Applied
Biosystems® 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, EUA). As sequéncias
produzidas durante o sequenciamento foram analisadas através do programa ContigExpress,
parte integrante do pacote VectorNTI® 11.0 (Life Technologies, Carlsbad, EUA) para
verificacdo da qualidade dos eletroferogramas e posterior formacdo dos “contigs”. As
sequéncias trabalhadas foram entdo submetidas a andlise mutacional comparando-as as
sequéncias depositadas nas bases de dados de linhagens resistentes aos referidos

antimicrobianos.
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Tabela3 —  “Primers” utilizados para sequenciamento de genes envolvidos
na resisténcia a vancomicina e a daptomicina

NOME

SEQUENCIA 5°-3°

graR-F1
graR-R1
graS-F1
graS-R1
graS-F2
graS-R2
vraR-F1
vraR-R1
vraS-F1
vraS-R1
vraS-F2
vraS-R2
mprF-F1
mprF-R1
mprF-F2
mprF-R2
mprF-F3
mprF-R3
mprF-F4
mprF-R4
rpoB-F1
rpoB-R1
rpoB-F2
rpoB-R2
rpoB-F3
rpoB-R3
rpoB-F4
rpoB-R4
rpoB-F5
rpoB-R5
rpoB-F6
rpoB-R6

ATGCAAATACTACTAGTAGAAGATG
TTATTCATGAGCCATATATCCTTTT
ATGAATAATTTGAAATGGGTAGCTTAT
TCGAGTTTATACGAGACCATTC
CTGTGACAGCCATGAAATTA
TTAAAATGACAAATTTGTCACTTCC
ATGACGATTAAAGTATTGTTTGTG
CTATTGAATTAAATTATGTTGGAATGC
ATGAACCACTACATTAGAACAATTG
AAAGCATCATACTTGCCG
CAAAGACTAGCTCGAGAACT
TTAATCGTCATACGAATCCTCC
ATGAATCAGGAAGTTAAAAACAAAATA
TGAATGATACATGAGCGTCAA
ACTTTAGTGTCGTGTGTTGAA
TACAATAAGCAGAACAAAAATAATAGC
CATTCTTCACTTACGCTTCATA
TGCGTTAAATCAATAATTGCTTC
ACACATGCCTTTATATCATAATTTC
TTATTTGTGACGTATTACACGC
TTGGCAGGTCAAGTTGTCCA
GCTTGTTCAGTGTTTTCAGTGCC
CTCAAGTGACCAAGAAATTGTTGACCTT
GTACAACTCTTTCCATTCTTGATAAACCGAT
TTAGGTAACCGTCGTTTACGTTCTGTAG
CATGTTCGCACCCATCAATGC
ATCGCCGAAGCAAGTTGTTTC
CACCTTTAGGCGTTACTTTACCAACTAA
AATCACAAGAGATATTCCTAATGTTTCTGA
CAAGTGAATATGGTCCTGTTGAACG
GCACATGGTTGATGATAAATTACATGCG
TTAATCAGTAACTTCTTTTTGTGTTTCAGGAGC

Fonte: Elaborada pela autora

4.8 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE S. aureus SA16

Essa € uma secdo do trabalho que ndo estava prevista no projeto inicial, mas que

surgiu na oportunidade de realizacdo de estidgio de pesquisa no laboratério do Prof. Dr.

Michael S. Gilmore (Harvard Medical School, Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Boston,

USA) no periodo de setembro a dezembro de 2011.

SAT16 foi isolado do sangue de um paciente e representa o clone MRSA prevalente no

Hospital Risoleta Tolentino Neves em 2009. Utilizando o método de Kirby-Bauer, ainda no

laboratério do hospital onde foi isolado, foi determinado como sensivel a vancomicina,
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N

amicacina e gentamicina, mas resistente a oxacilina, ciprofloxaciono, clindamicina,
eritromicina e penicilina.

De acordo com Etest® (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), SA16 era também
sensivel a daptomicina (CIM=1 mg/L), teicoplanina (CIM=3 mg/L), linezolida (CIM=0,75
mg/L), tigeciclina (CIM=0,19 mg/L), e tinha resisténcia intermedidria a quinupristina-
dalfopristina (CIM=1,5 mg/L).

O DNA gendmico foi extraido e purificado com o auxilio de DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Valencia, EUA), e entdo submetido ao sequenciamento através de
tecnologia Illumina HiSeq (Illumina) na Tufts University DNA Core Facility (Boston, MA).
Independentemente, DNA gendmico foi também submetido a um sequenciador 454 FLX
(Roche) na University at Buffalo Next-Generation Sequencing and Expression Analysis Core
(Buffalo, NY) para obter cobertura maior que 10 vezes.

As leituras produzidas por ambas as plataformas foram agrupadas em “contigs”
através de mapeamento contra o genoma de referéncia S. aureus N315 no programa CLC
Genomics Workbench v4.8.

Leituras que ndo puderam ser mapeadas foram entdo agrupadas em “contigs” pelo
método “de novo” no mesmo programa.

Os “contigs” >200 pb (n=74) foram anotados com Prokaryotic Genome Annotation

Pipeline v2.0 (NCBI) para depésito da sequéncia junto ao GenBank.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONSTRUCOES pET28a

5.1.1 Expressao e Purificacio

A expressao tanto de GraR quanto de GraR* com o vetor pET28a foi adequada, com
alguma proteina sendo perdida na fracdo insolivel mas boa parte disponivel na fracdo solivel,
como verificou-se nos géis de poliacrilamida (Figuras 9 e 10). Porém, a purificagdo nado foi

eficiente. Apds a purificacdo por afinidade verificou-se muitas bandas de contaminantes.

1 2 3 4 5

-~

66 KDa e

45 kDa
36 kDa

29 kDa
24 kDa

20,1 kDa

14,2 kDa

Figura 9 — Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente a
purificacdo por afinidade da proteina GraR. 1 — Marcador de massa
molecular; 2 — Fracao Insoldvel; 3 — Fracdo Soluvel; 4 — Fragdo néo-
ligada; 5 — Lavagem; 6 — Pico 1; 7 — Pico 2; 8 — Apds clivagem e
gel-filtracao. Fonte: Elaborada pela autora.

A clivagem da cauda hexa-histidina também foi problemdtica, tendo um rendimento
muito baixo, tanto que a etapa de purificacdo por afinidade apds clivagem foi excluida para
nao haver muitas perdas. Apds gel-filtracdo ainda verificou-se a presenga de contaminantes na

amostra, principalmente de menor massa molecular. Outro problema € que com a exclusdo da
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segunda etapa de purificacdo por afinidade, foi mantida uma dupla populacdo proteica:

clivada e ndo-clivada.

5.1.2 Dicroismo Circular

Para realizac¢do dos experimentos de Dicroismo Circular, a dltima etapa de purificagdo
(cromatografia por exclusdo molecular) foi realizada com tampao 20 mM Fosfato pH=7,4 +
100 mM NaCl, pois o tampao Tris ndo € estdvel com variacdo de temperatura e excesso de sal

diminui a capacidade de detec¢do de sinal em comprimentos de onda menores.

45 kDa
36 kDa

29 kDa
24 kDa

20,1 kDa

14,2 kDa

Figura 10 — Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente
a purificacdo por afinidade da proteina GraR*. 1 — Marcador de
massa molecular; 2 — Fragdo Insoldvel; 3 — Fra¢do Soldvel; 4 —
Fracdo ndo-ligada; 5 — Lavagem; 6 — Pico 1; 7 — Pico 2; 8 — Apds
clivagem e gel-filtragdo. Fonte: Elaborada pela autora.

Tanto GraR quanto GraR* ndo chegaram a perder completamente a estrutura
secunddria quando aquecidas até 90 °C, com pequena variagdo quando comparadas a 20 °C
(Figuras 11 e 12).

A Figura 13 também mostra que a estrutura das proteinas é bastante semelhante, e

estavam bem enoveladas a 20 °C.
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Figura 11 — Espectros de Dicrofsmo Celular da proteina GraR em temperaturas
de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 12 — Espectros de Dicroismo Celular da proteina GraR* em temperaturas
de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13 — Espectros de Dicroismo Celular das proteinas GraR
e GraR* a 20 °C. Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Ensaios de Cristalizacao

Dentre todas as condigdes testadas, apenas uma delas apresentou cristais (Figura 14):
condi¢do C6 do conjunto Cryos Suite (QIAGEN, Sao Paulo, Brasil) para a proteina GraR. A
condicao consiste de Tris-HCl 75 mM pH=8,5; glicerol 25%; (NH4),SOs4 1,5 M; a
concentracdo proteica era de 5 mg/mL.

Primeiramente testou-se essa mesma condi¢do em gotas de 4 uLL manualmente para
verificar a reprodutibilidade, que foi constatada. Um dos cristais foi testado no difratdmetro
Rigaku Micromax-007HF com placa de imagem Rigaku R-AXIS IV++ disponivel no Grupo
de Cristalografia do IFSC-USP, e verificou-se tratar-se de um cristal proteico, porém os dados
estavam com baixissima resolucgdo.

Partiu-se entdo para a otimizacdo da condicdo de cristalizagdo. A condi¢do que
produziu cristais mais bem formados foi apenas alterando-se o pH para 8,3 (Figura 15).

Estes cristais foram difratados no European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble,
Franca), e sua organizacdo molecular ainda ndo foi suficiente para produzir bons padrdes de

difracdo (Figura 16). Informagdes preliminares puderam ser obtidas, como as dimensdes da
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cela unitaria (171.21 171.21 109.10 90.00 90.00 120.00 sendo a, b, ¢, (A) a, B, v (°);

respectivamente) e provavel grupo espacial (P61).

Figura 14 — Cristais de GraR na condic¢do de cristalizagdo inicial. Tris-HCl 75 mM
pH=8.,5; Glicerol 25%; (NH4),SO, 1,5 M. Fonte: Elaborada pela autora.

A partir destes resultados decidiu-se por tentar uma nova construcao utilizando o vetor
pSMT?3 para tentar obter proteina em maior quantidade, mais facilmente purificivel e com
clivagem da cauda eficiente. Talvez com proteina mais pura pudessem ser obtidos cristais

mais adequados a difracdo de raios X.

Figura 15 — Cristais de GraR na apds otimizacdo da condi¢do de cristalizaco.
Tris-HCI 75 mM pH=8,3; Glicerol 25%; (NH,4),SO4 1,5 M. Fonte:
Elaborada pela autora.
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Figura 16 — Padrdo de difracdo de um cristal de GraR otimizado. Fonte: Elaborada pela
autora.

5.2 CONSTRUCOES pSMT3

5.2.1 Clonagem, expressao e purificacio

Na etapa de amplificacdo dos genes graR e graR* ambas as amostras apresentaram-se
suficientemente puras e com tamanho adequado (ao redor de 700 pb).

Ap6s a ligacdo dos amplificados no vetor de clonagem e transformacgdo em E. coli
DHS5-a houve crescimento tanto de colOnias brancas como de azuis (positivas e negativas,
respectivamente). Realizou-se PCR de todas essas colonias com os primers do inserto para
confirmacdo da adequada transformacao.

Apesar de teoricamente somente as colonias brancas serem positivas, o teste foi
realizado para todas, inclusive azuis, e ambas amplificaram com o tamanho correto (ao redor
de 700 pb). Segundo o fabricante isso € possivel quando ocorre inser¢cdo no quadro de leitura
do gene lacZ, e ele continua ativo.

Ap6s realizacdo de extracdo de DNA plasmidial para obter o vetor, o resultado foi 100

uL a 183 ng/uL.
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O sucesso na digestdo dos insertos bem como do vetor de expressdao pSMT3 com as
enzimas BamHI e Xhol foi demonstrado em gel de agarose apds corrida eletroforética (Figura

17).

Figura 17 — Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo para verificacdo da
digestdo dos insertos e do vetor de expressdo. 1 e 7 — Marcador de massa
molecular GeneRuler™ 1 kb Plus (Fermentas); 2 a 6— fragmento
correspondente ao gene graR e fragmento correspondente ao vetor pGEM;
8 a 12 — fragmento correspondente vetor pSMT3. Fonte: Elaborada pela
autora.

O procedimento de ligagcdo no vetor de expressdo e transformacio em E. coli DHS-a
foi eficiente, bem como a tranformagdo nas células de expressdo. Uma das colonias que foi
positiva foi escolhida para dar procedimento ao experimento e realizar expressao proteica.

Foi realizada a primeira purificacdo de afinidade da proteina GraR e foi possivel
visualizar no cromatograma trés picos (Figura 18). Estes foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida, juntamente com fracOes representativas de cada etapa da purificacao de
modo a verificar em que fracdo a proteina de interesse se encontrava (Figura 19).

Sendo assim, com a eletroforese verificou-se que a proteina fusionada (26 kDa GraR +
16 kDa SMT3 = 42 kDa) foi eluida em grande quantidade nos picos 2 e 3 da cromatografia de
afinidade.

Do mesmo modo, o cromatograma abaixo (Figura 20) refere-se a primeira purificagdo
de afinidade da proteina GraR*. Igualmente € possivel visualizar 3 picos, que foram

submetidos a eletroforese, juntamente com fracdes representativas de cada etapa da
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purificacdo de modo a verificar em que fracdo a proteina de interesse encontrava-se (Figura

21).

mAU

2500

2000

1500

1000

Figura 18 — Cromatograma da primeira purificagdo por afinidade da proteina GraR.
Em azul a leitura em 280 nm, em verde o gradiente de imidazol. Fonte:
Elaborada pela autora.
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Figura 19 — Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente a
primeira purificacdo por afinidade da proteina GraR. 1 — Marcador de
massa molecular; 2 — Fracdo Insoldvel; 3 — Fracdo ndo-ligada; 4 —
Lavagem (parte 1); 5 — Lavagem (parte 2); 6 — Pico 1 (partel); 7 — Pico 1
(parte 2); 8 — Pico 2 (parte 1); 9 — Pico 2 (parte 2); 10 — Pico 3. Fonte:
Elaborada pela autora.

Novamente a proteina foi eluida nos picos 2 e 3. Esses dois géis ficaram repletos de

bandas secunddrias devido a um defeito no tampao de corrida.
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Figura 20 — Cromatograma da primeira purificagdo por afinidade da proteina GraR*.
Em azul a leitura em 280 nm, em verde o gradiente de imidazol. Fonte:
Elaborada pela autora.
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Figura 21 —  Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente a primeira

purificacdo por afinidade da proteina GraR*. 1 e 10 — Marcador de massa

molecular; 2 — Fracdo Insoldvel; 3 — Fracdo Soldvel; 4 - Fragcdo ndo-ligada; 5

— Lavagem (parte 1); 6 — Lavagem (parte 2); 7 — Pico 1; 8 — Pico 2; 9 — Pico 3.

Fonte: Elaborada pela autora.

Juntando os picos 2 e 3 de GraR foram obtidos 60 mg de proteina, e juntando os picos
2 e 3 de GraR* foram obtidos 42 mg de proteina. Estes valores representam a proteina
fusionada, e esperava-se que ele caisse aproximadamente pela metade quando houvesse a

clivagem, pois a proteina perde aproximadamente 50% de sua massa que € correspondente a

proteina de fusdao SMT3.
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Apo6s a clivagem, realizou-se nova etapa de purificacdo por afinidade (Figuras 22 e
23), desta vez esperando-se que a proteina de interesse fosse eluida na lavagem, e que a
proteina de fusdo, que continuaria com a cauda de histidina, fosse eluida com a gradiente de
imidazol.

Com eletroforese em gel de poliacrilamida das etapas de purificacdo foi possivel
visualizar se houve clivagem completa ou nao (Figura 24).

A clivagem foi insuficiente para ambas as proteinas. Separou-se a fracdo clivada,
concentrou-se para 4 mL e aplicou-se em coluna de gel-filtracdo (HiLoad 16/60 Superdex 75).

Previamente a aplicacdo na coluna de gel-filtracdo a concentracdo das proteinas foi
medida, e foi de 2,7 mg/mL (10,8 mg no total) para GraR e 1,84 mg/mL (7,36 mg no total)
para GraR*.

O cromatograma abaixo refere-se a gel-filtracdo de GraR (Figura 25), onde observa-se
um pico bem definido na regido de 70 mL de elui¢do. O mesmo ocorre para GraR* (Figura

26).

1000

400

Figura 22 — Cromatograma da segunda purificacdo por afinidade da proteina GraR,
apos clivagem da proteina de fusdo. Em azul a leitura em 280 nm, em
verde o gradiente de imidazol. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 — Cromatograma da segunda purificacdo por afinidade da proteina GraR*,

apos clivagem da proteina de fusdo. Em azul a leitura em 280 nm, em
verde o gradiente de imidazol. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 24 —

Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente & segunda
purificagdo por afinidade das proteina GraR e GraR*. 1 e 6 — Marcador de
massa molecular; 2 — GraR antes da clivagem; 3 — GraR nao — ligada (clivada)
; 4 — GraR fracdo lavagem (clivada); 5 — GraR pico 1 (ndo clivado); 7 — GraR*
antes da clivagem; 8 — GraR* ndo-ligada (clivada); 9 — GraR* frag¢do lavagem
(clivada); 10 — GraR* pico 1 (ndo-clivada). Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25 — Cromatograma da purificagdo por exclusdo de tamanho de GraR. Em azul
a leitura em 280 nm. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 26 — Cromatograma da purificacdo por exclusdo de tamanho de GraR*. Em
azul a leitura em 280 nm. Fonte: Elaborada pela autora.
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E possivel visualizar na Figura 27 que a purificacdo foi bem sucedida para ambas as
proteinas (sem nenhuma banda adicional, como acontecia utilizando a constru¢do anterior
com pET28a).

Ambas foram concentradas para aproximadamente 500 puL e separadas para triagem

de condi¢des de cristalizacao.

1 2 3 4 5 6
- WWM‘WC'W’W"T’MJ ~ AT

66 kDa

45kDa  w..
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29kDa s

24 kDa " - —— :
20,1 kDa s

Figura 27 —  Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Comassie referente a

purificacdo por exclusdo de tamanho das proteina GraR e GraR*. 1 e 6 —
Marcador de massa molecular; 2 — GraR pico 1; 3 — GraR pico 2 ; 4 —
GraR* pico 1; 5 — GraR* pico 2. Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.2 Ensaios de Cristalizacio

A leitura das condi¢des de cristalizacdo foi realizada ap6s 48 horas, 9 dias, 21 dias e 1
ano. Nenhuma condicdo apresentou cristais.
E de senso comum que os reguladores de resposta de miltiplos dominios sdo dificeis

. . 50,70-71
de cristalizar.

Isso se deve primeiramente a necessidade de haver fosforilacio de um
residuo de aspartato conservado do dominio receptor para que a molécula assuma sua forma
dimérica ativa. Segundo, por ser uma molécula que se liga ao DNA, se mostra extremamente

flexivel, dificultando ainda mais a estabilizacdo em uma forma passivel de cristalizacao.



82
Capitulo 5 — Resultados e Discussao — Estudo Estrutural

5.2.3 Dicroismo Circular

Para realizagao dos experimentos de Dicroismo Circular das proteinas provenientes de
construgdes com SMT3, os tampdes usuais de purificacdo foram utilizados.

Tanto GraR quanto GraR* ndo chegaram a perder completamente a estrutura
secundéria quando aquecidas até 90 °C, ocorrendo pequena variagdo quando comparadas a
temperatura de 10 °C (Figuras 28 e 29). Ocorreram variacdes mais bruscas apenas na regido

dos 200 nm, provavelmente por perda da estrutura das hélices-o.”
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Figura 28 — Espectros de Dicroismo Celular da proteina GraR nas temperaturas de 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C. Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados do programa K2D sdo mostrados na Tabela 4, e para GraR observa-se
apenas uma queda de 4% na quantidade de hélices-a quando a temperatura passa de 25 para
90 °C, e uma queda de 9% nas hélices-a e 1% nas folhas-f3 no caso de GraR*. Porém, esses
dados devem ser levados em conta com cautela, visto que para todas as andlises, o valor de

erro maximo ficou muito proximo ao limite admitido (dados ndo mostrados). Essa perda de
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estrutura de hélices-a provavelmente proporcionaria uma perda da atividade, ja que a regido

do dominio efetor dos reguladores de resposta que se liga ao DNA normalmente ¢ composta

. e Al T3
por um motivo que contém hélices.
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Figura 29 —  Espectros de Dicroismo Celular da proteina GraR* nas temperaturas de

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C. Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela4 — Composi¢do em estruturas secunddrias para GraR e GraR* a 25 e a 90 °C,
segundo o programa K2D

GraR GraR*
25 °C 90 °C 25 °C 90 °C
Hélice-a. 38% 34% 40% 31%
Folha-f 16% 16% 16% 15%
Estruturas rand6micas 46% 50% 44% 54%

Fonte: Elaborada pela autora
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 TESTES DE SENSIBILIDADE

Os antimicrobianos aqui testados (Tabela 5 e 6) incluem os de tultima geracdo

disponiveis no mercado, com exce¢ao da oxacilina.

Tabela5 — Antimicrobianos testados, classe a que pertencem e local de a¢ao
Antimicrobiano Classe Local de acio
Vancomicina Glicopeptideo Parede celular
Teicoplanina Glicopeptideo Parede celular
Daptomicina Lipopeptideo Membrana celular
Quinupristina/ Dalfopristina Estreptogramina Sintese proteica
Linezolida Oxazolidinona Sintese proteica
Tigeciclina Glicilciclina Sintese proteica

Fonte: Elaborada pela autora

Oxacilina foi testada para confirmacdo dos isolados como linhagens MRSA, fato

comprovado, ja que todos apresentaram CIM >256 mg/L.

Tabela 6 —  Valores de referéncia para os antimicrobianos testados, em mg/L
ANTIMICROBIANO S< I= R> REFERENCIA

Oxacilina 2 - 4 CLSI 2013
Vancomicina 2 4-8 16 CLSI 2013
Teicoplanina 8 16 32 CLSI 2013
Daptomicina 1 - - CLSI 2013
Quinupristina/ Dalfopristina 1 2 4 CLSI 2013
Linezolida 4 - - CLSI 2013

Tigeciclina 0,5 - - FDA

Fonte: Elaborada pela autora

Houve 100% de sensibilidade dos isolados a teicoplanina e a linezolida. Niveis
intermedidrios de resisténcia a quinupristina-dalfopristina foram observados em 36% dos
isolados de sitios de infecc¢do e 63,6% dos isolados de vigilancia epidemioldgica. Leclercq et
al. (1992) descreveram a possibilidade da expressdo de proteinas em estafilococos que
promovem resisténcia a apenas uma das estreptograminas, resultando em valores de CIM na

regido de resisténcia intermedidria, por exemplo, Estreptogramina A acetiltransferase ou
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Estreptogramina B hidroxilase, que afetam respectivamente a sensibilidade a dalfopristina e
quinupristina.”

Embora as recomendacdes do CLSI para microdiluicdo sejam para leitura das
microplacas apds apenas 24 horas, em 2 isolados foi observada resisténcia a daptomicina
emergindo depois de 48 horas. Outras amostras tiveram resultados peculiares no Etest®: as
amostras SA07 e SA20 (Figura 30) apresentaram um halo de inibicdo ndo homogéneo, com 2
regides distinguiveis, e as amostras SA47, SA48, SA11 e SA53 apresentaram microcoldnias
dentro do halo de inibicdo (Figura 31). Esses isolados foram submetidos a andlise de
populacdo, cujos resultados encontram-se expostos na Figura 32, onde € possivel visualizar
que todos apresentaram crescimento de pelo menos 1 log 10 em concentragdo de daptomicina
superior a seu ponto de corte para resisténcia (I mg/L). Ao mesmo tempo esses isolados
foram classificados como sensiveis a daptomicina através da técnica de microdilui¢io. Isso
faz com que se encaixem na classe de hetero-resisténcia, segundo os critérios definidos por
Hiramatsu para vancomicina °°, e podem ser chamados de h-DRSA. O surgimento de
resisténcia a daptomicina € preocupante, ja que ocorre geralmente em pacientes com infec¢oes
profundas, como osteomielite e endocardite, € poucas alternativas terap€uticas restam nesses
casos. Estudos tém verificado que a resisténcia a daptomicina sensibiliza MRSA a oxacilina,
um processo chamado de Efeito Seesaw.”>° Ainda, ha trabalhos que demonstram um fato
interessante de acdo sinergistica entre daptomicina e oxacilina contra MRSA, onde a co-
incubacdo com ambas as drogas reduziria a carga liquida positiva da superficie celular,
revertendo o efeito de aumento da carga positiva causado pela daptomicina, permitindo que a
mesma se ligue mais facilmente a superficie celular ”’, portanto, surge ai uma uma boa
alternativa de tratamento.

Para tigeciclina foi observado 24% de resisténcia nos isolados provenientes de sitios
de infeccdo e 36,4% nos i1solados de vigilancia epidemioldgica, todos pertencentes ao ST105,
sendo que dos 13 isolados ST105, apenas 3 sdo sensiveis a tigeciclina. Verkade et al. (2010)
encontraram valores de CIM para tigeciclina em linhagens MRSA variando de 0,05 a 1,0
mg/L, com CIMsy e CIMyg de 0,19 e 0,38 mg/L, respectivamente.78 Os valores encontrados
nesse estudo foram maiores (Tabela 7). Ja foi sugerido que a alta concentracdo de manganés
presente no AMH pode aumentar os valores de CIM para tigeciclina determinados por
Etest®, e que o AMH do fabricante Merck possui o teor de manganés muito maior que o
equivalente no soro humano, enquanto dos fabricantes Oxoid e Difco nio apresentaram
problemas.79 O meio de cultura utilizado neste estudo foi da marca Oxoid, portanto

descartamos a possibilidade desse tipo de interferéncia.
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Figura30 —  Etest® Daptomicina da
amostra SA20 mostrando
a dupla elipse de
inibicdo. Fonte:
Elaborada pela autora.

Figura 31 —

Etest® Daptomicina da amostra
SA1l mostrando microcolonias
dentro da elipse de inibigdo.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 32 — Andlise de populacdo para daptomicina dos isolados de S.
aureus SA07, SA1l, SA20, SA47, SA48 e SA53 e das
amostras controle de S. aureus N315, Mu3 e Mu50. Fonte:
Elaborada pela autora.

Os mecanismos de resisténcia tanto a daptomicina quanto a tigeciclina ainda precisam

ser elucidados. Porém, € sabido que ndo se deve a aquisicdes e que pode envolver mutacdes.

Camargo et al. (2008) geraram uma linhagem com sensibilidade reduzida a

daptomicina in vitro e observaram que a parede celular foi alterada e que o crescimento era

mais lento quando comparado 2 linhagem parental.** O papel da subunidade f da RNA

polimerase (gene rpoB) foi demonstrado por Cui et al. (2010) com experimentos de

substituicao de genes.69 O locus regulatério yycFGHI também tem sido relacionado a
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resisténcia 2 daptomicina,®® bem como uma série de polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs, do inglés “Single Nucleotide Polymorphisms™) no gene mprF.®® Recentemente, Kaatz
et al. (2006) relacionaram a resisténcia a daptomicina em MRSA & auséncia do que parece ser
uma chaperona de 81 kDa localizada na membrana celular.®' No nosso estudo, a resisténcia a
daptomicina foi detectada somente apds 48 horas de incubagdo. Este fato € consistente com o
relato anterior mostrando que as linhagens resistentes a daptomicina poderiam ter alguma
alteracdo levando ao crescimento lento.*®

A resisténcia a tigeciclina ndo é um evento usual, na maioria das vezes € associado a
micro-organismos gram-negativos. Yang et al. encontraram uma mono-oxigenase dependente
de flavina, TetX, que oxida tetraciclinas a produtos inativos. O gene da TetX € encontrado nos
transposons 7n4351 e Tn4400 de Bacteroides fragilis, ironicamente um organismo anaerdbio;
mas quando o gene foi tranferido para E. coli, um aerdbio, a resisténcia emergiu.82 Dean et al.
(2003) reportaram resisténcia a tigeciclina em Pseudomonas aeruginosa € propuseram ser
devido 2 uma bomba de efluxo da familia RND, Mex-OptM.*> O primeiro relato de
resisténcia a tigeciclina em MRSA foi um caso induzido no trabalho de McAleese et al.
(2005) depois de conhecer a capacidade de S. aureus desenvolver sensibilidade reduzida a
tigeciclina quando cultivado sob pressdo seletiva. Eles submeteram as linhagens de S.
aureus N315 e Mu3 a passagens em concentragdes crescentes da droga, e apds 16 passagens,
isolou-se resistentes. A expressio génica dos isolados resistentes foi verificada e encontraram
uma expressdo 100 vezes maior no grupo de genes mepRAB, que contém uma bomba de
efluxo da familia MATE. Superexpressao de mepA mostrou sua participagdo no mecanismo
de resisténcia, ja que diminuiu a sensibilidade a tigeciclina na linhagem selvagem - embora
ndo tenha sido suficiente para conferir altos niveis de resisténcia.”’

Outros casos foram reportados recentemente. Um estudo avaliou a atividade de
tigeciclina contra 217 isolados de MRSA da América Latina, e mais de 99,9% foram inibidos
por < 0,5 mg/L da droga.*> Em Tripoli, na Libia, 4,2% dos MRSA isolados de feridas de
pacientes queimados entre 2009 e 2010 eram resistentes a tigeciclina.86 Numa andlise de
VISA e S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA, do inglés Vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus), mais de 90% de ambos os grupos de isolados era sensivel a
tigeciclina.*’” Em um programa de vigilancia da regido Asia-Pacifico que seguiu a introdugio
de tigeciclina no uso clinico por 7 anos, houve 100% de sensibilidade dos S. aureus, exceto no
ano de 2006, quando 4 isolados (1%) nao eram sensfveis.®® Entretanto, nenhum desses estudos

caracterizou as linhagens ou o mecanismo de resisténcia envolvido.
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Tabela 7- CIM segundo o método das fitas de Etest® (mg/L)

AMOSTRA  OXACILINA  DAPTOMICINA  TIGECICLINA TEICOPLANINA  LINEZOLIDA QDI,iI]{\]I-T[(J)l;RRIISS?%I\iIi/
SAO01 > 256 0,25 0,75 1,5 0,75 1,5
SA02 > 256 0,50 0,19 3,0 0,75 1,0
SA15 > 256 0,50 0,125 3,0 0,75 1,5
SA16 > 256 0,50 0,19 3,0 0,75 1,5
SA17 > 256 1,0 0,125 2,0 0,5 0,75
SA23 > 256 0,50 0,094 1,0 0,38 1,0
SA24 > 256 0,75 0,19 2,0 0,75 L5
SA33 > 256 0,50 1,0 3,0 0,75 L5
SA34 > 256 1,5 0,125 2,0 0,75 0,5
SA35 > 256 0,50 1,0 2,0 1,0 1,0
SA36 > 256 0,38 1,0 2,0 1,0 0,75
SA41 > 256 0,75 0,25 3,0 1,0 1,0
SA42 > 256 0,50 0,38 4,0 0,75 1,5
SA43 > 256 1,0 0,125 4,0 0,75 1,5
SA47 > 256 1,5% 0,25% 6,0* 0,75% 1,5%
SA48 > 256 1,5% 0,19%* 6,0* 0,75% 1,0*
SA67 > 256 0,25 0,5 L5 1,0 1,0
SA69 > 256 1,0 0,19 3,0 0,75 1,0
SA70 > 256 0,50 1,0 2,0% 1,0 1,0*
SAT2 > 256 1,0 0,19 3,0% 0,75 1,0
SAT3 > 256 0,75 0,25 2,0 0,75 0,38
SA82 > 256 0,38 1,0 3,0 1,0 1,5
SA83 > 256 0,75 0,25 2,0% 0,75 1,0
SA100 > 256 0,50 0,19 3,0 1,0 1,0
SA113 > 256 1,0 0,125 1,5 0,75 0,75
SAOQ7 > 256 1,5H 1,5 2,0 1,0 1,5
SAll > 256 2,0% 0,19 3,0 0,75 1,5
SA20 > 256 I.5SH 0,5 2,0 L5 1,0
SA21 > 256 1,0 0,19 2,0 1,0 L5
SA31 > 256 0,75H L5 2,0 L5 1,0
SA38 > 256 0,75 0,19 2,0 0,75 2,0
SA46 > 256 0,75 0,25 2,0 0,75 L5
SAS53 > 256 1,5% 0,25 3,0 0,75 L5
SAS56 > 256 0,38 0,75 2,0 1,0 1,0
SA63 > 256 0,75 0,125 3,0 0,75 1,5
SA64 > 256 1,0 0,75 0,38 1,5 1,0

* com coldnias dentro da elipse de inibi¢do; H — presenca de halo duplo
Fonte: Elaborada pela autora

Para vancomicina, segundo o método das fitas de Etest®, 19,4% das amostras
apresentaram resisténcia intermedidria, com microcolonias dentro do halo de inibicao (Figura
33) chegando a 3 mg/L da droga, enquanto segundo os métodos de dilui¢do em 4gar (Figura
34) e microdiluicdo houve 94,5 e 100% de sensibilidade (Tabela 8), porém o intervalo testado
nessas 2 ultimas técnicas exclui 3 mg/L, passando de 2 diretamente para 4 mg/L. Esse tipo de
problema envolvendo o aumento da CIM devido ao método utilizado, no caso de Etest®, ja
foi reportado por outros autores,” e atencdo deve ser dada principalmente em casos em que o
valor em questdo € limitrofe para a classificacdo. Assim, realizou-se triagem para h-VISA em

todos os isolados, e SA42 e SA43 apresentaram crescimento nesse ensaio. Tais isolados foram
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submetidos a andlise de populacdo (Figura 35), e a drea sob a curva calculada para ambos
(15,97 e 12,75; respectivamente) foi muito inferior a da linhagem h-VISA Mu3 (20,95). A
razdo das dreas sob a curva para ambos foi menor que 0,9 (0,8 para SA42 e 0,6 para SA43), e
ainda ndo houve crescimento acima de 1 logl0 na concentracdo de 4 mg/L de vancomicina,
portanto nenhum isolado deste estudo era h-VISA.

Quando comparado a outros estudos, foi possivel notar importantes diferencas nos

valores de CIMy (Tabela 9). Enquanto em vdrios estudos a CIMg, para tigeciclina foi 0,5

90-91 90, 92-93 90, 9293
L, /L /L,

mg/ para daptomicina 0,5 mg e para vancomicina 1 mg nosso estudo

mostrou valores de CIMgy mais elevados, 1, 2 e 2 mg/L, respectivamente. Somente para

2’ 90, 92-93

linezolida o oposto ocorreu, quando para a maioria a CIMyy foi nosso estudo

encontrou 1 mg/L.
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Figura 33 — Etest® Vancomicina da amostra SA16
mostrando a presenga de microcol6nias
até a concentracdo de 3 mg/L da droga.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 34 — Diluigdo em Agar. A - Placa controle, sem adi¢io da droga,
mostrando crescimento das 25 amostras de sitios de infecgdo;
B - Placa mostrando o crescimento de apenas algumas
amostras na concentragdo de 1,0 mg/L de vancomicina.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 8 — CIM para vancomicina, tigeciclina e daptomicina (mg/L)
VANCOMICINA TIGECICLINA DAPTOMICINA
ISOLADO
. o Diluigéo . o . oo
Microdiluigdo < Etest® Microdiluigdo Etest® Microdiluigdo Etest®
em Agar

SA01 1,0 2,0 2,0 1,0 0,75 1,0 0,25
SA02 1,0 2,0 2,0 - 0,19 1,0 0,5
SA1S 2,0 2,0 3,0 - 0,125 1,0 0,5
SA16 2,0 2,0 3,0% - 0,19 1,0 0,5
SA17 1,0 2,0 1,5 - 0,125 1,0 1,0
SA23 0,5 1,0 1,5 - 0,094 1,0 0,5
SA24 2,0 2,0 3,0% - 0,19 1,0 0,75
SA33 2,0 2,0 L5 1,0 1,0 0,5 0,5
SA34 2,0 1,0 3,0% - 0,125 0,5 15H
SA35 2,0 2,0 2,0 1,0 1 0,5 0,5
SA36 2,0 2,0 1,5 1,0 1 1,0 0,38
SA41 1,0 2,0 2,0 - 0,25 1,0 0,75
SA42 2,0 2,0 2,0 - 0,38 2,0%* 0,5
SA43 2,0 1,0 2,0 - 0,125 1,0 1,0
SA47 2,0 2,0 3,0% - 0,25* 1,0 1,5%
SA48 2,0 2,0 3,0% - 0,19* 1,0 1,5%
SA67 1,0 1,0 2,0 - 0,5 1,0 0,25
SA69 2,0 2,0 3,0% - 0,19 2,0%* 1,0
SA70 2,0 1,0 3,0% 1,0 1 0,5 0,5
SA72 2,0 1,0 1,5 - 0,19 1,0 1,0
SA73 1,0 2,0 2,0 - 0,25 0,5 0,75
SA82 2,0 1,0 2,0 1,0 1 0,5 0,38
SA83 1,0 1,0 1,5 - 0,25 0,5 0,75
SA100 2,0 2,0 2,0 - 0,19 1,0 0,5
SA113 2,0 1,0 1,0 - 0,125 1,0 1,0
SA07 2,0 2,0 2,0 1,0 1,5 1,0 15H
SAll 2,0 4,0%% 3,0% - 0,19 1,0 2,0%
SA20 2,0 2,0 1,5 - 0,5 0,5 I,5H
SA21 2,0 2,0 3,0% - 0,19 1,0 1
SA31 2,0 2,0 2,0 1,0 1,5 1,0 0,75H
SA38 2,0 2,0 2,0 - 0,19 1,0 0,75
SA46 2,0 2,0 2,0 - 0,25 1,0 0,75
SAS53 2,0 4,0%* 2,0 - 0,25 1,0 1,5%
SA56 1,0 2,0 2,0 1,0 0,75 0,5 0,38
SA63 2,0 2,0 2,0 - 0,125 1,0 0,75
SA64 1,0 2,0 1,5 1,0 0,75 1,0 1,0

*Presenca de Microcoldnias; **Leitura apds 48h; H- Presenca de halo duplo.

Fonte: Elaborada pela autora

Teicoplanina e linezolida mostraram as melhores atividades antimicrobianas, ja que
seus valores de CIMg, foram distantes de seus pontos de corte para resisténcia (8 e 4 mg/L,
. 2
respectivamente).”
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Figura 35 —  Andlise de populagdo para vancomicina dos isolados de S.
aureus SA42 e SA43 e das amostras controle de S. aureus
N315, Mu3 e Mu50. Fonte: Elaborada pela autora.
Tabela 9 — Visualizagdo geral da sensibilidade das amostras aos antimicrobianos testados
GERAL VIGILANCIA SITIOS DE INFECCAO
ANTIMICROBIANO (n=36) EPIDEMIOLOGICA (n=11) (n=25)
Intervalo CIMy, CIMoy Intervalo CIMs CIMa, Intervalo CIMs, CIM,,
CIM (mg/L)  (mg/L) CIM (mg/L) (mg/L) CIM (mg/L)  (mg/L)
(mg/L) £ £ (mg/L) £ £ (mg/L) £ £
Daptomicina* 0,5-2 1 1 0,5-1 1 1 0,5-2 1 1
Linezolida’ 0,5-2 1 1 1-2 1 2 0,5-1 1 1
Oxacillina’ >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Quinupristina/ : } :
Dalfopristina’ 0,5-2 1 2 1-2 2 2 0,5-2 1 2
Teicoplanina’ 0,5-8 2 4 0,5-4 2 4 1-8 4 4
Tigeciclina” 0,125-2 0,25 1 0,125-2 0,25 2 0,125-1 0,25 1
Vancomicina® 0,5-2 2 2 1-2 2 2 0,5-2 2 2

* — Determinado por microdilui¢ao; T — Determinado por Etest®
Fonte: Elaborada pela autora

6.2 DETECCAO DA PRESENCA DO GENE mecA

O gene mecA € parte integrante do elemento genético movel SCCmec e codifica a
expressdo da proteina PBP2a, que confere resisténcia aos antimicrobianos B-lactimicos as
linhagens que o expressam.

Somente a presenca deste gene nao é garantia que a linhagem de S. aureus serd

resistente a meticilina, ja que o gene mecl, também parte integrante do elemento SCCmec,
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pode estar ativo, inibindo a expressao do produto do gene mecA. A sua auséncia também nao
garante que a amostra seja sensivel a meticilina, pois ela pode carregar o gene mecC, que tem
apenas 69% de identidade em nucleotideos ao mecA. Porém, somado aos dados provenientes
do hospital, essa ¢ uma forma rdpida de confirmacdo de estarmos trabalhando com linhagens
MRSA.

Todas as amostras estudadas apresentaram o gene mecA, como demonstrado na Figura

36.

MABCDTETFG

300 Eb ;

Figura 36 —  Gel de agarose 1% mostrando produto da
amplificacdo do gene mecA equivalente
a 286 pb de alguns isolados. M -
Marcador de  Massa  Molecular
GeneRuler 1 kb Plus (Fermentas); A -
SAOL; B - SA02; C - SA15; D - SAl16; E
— SA17; F — SA23; G — SA24; H -
SA33. Fonte: Elaborada pela autora.

6.3 TIPAGEM MOLECULAR

Existem hoje depositadas no banco de dados internacional o MLST de 163 linhagens
brasileiras (busca realizada em 19 de novembro de 2013). Dessas, 21% sao ST5, 9% sao
ST105, 2% ST239 e 2% ST97.

Porém, o que encontramos na literatura no que diz respeito a situacdo brasileira é um
pouco diferente, citando a prevaléncia do Clone Brasileiro Endémico, BEC (do inglés
“Brazilian Endemic Clone”), um ST239 que pertence ao CCS8. De fato, o ST239 ¢ o mais
encontrado ao redor do mundo.”

Os nossos resultados mostraram um cendrio semelhante ao banco de dados (Tabelas

10 e 11). O que encontramos foi uma prevaléncia absoluta de linhagens pertencentes ao CC5
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(88,9%), sendo 52,8% ST5 e 36,1% ST105, este dltimo sendo um variante de locus tnico
(SLV, do inglés “Single Locus Variant”) do ST5 onde apenas o gene yqiL difere.
Encontramos ainda que todas as amostras de coloniza¢do dos pacientes que vieram a
apresentar infeccao exibem um perfil alélico idéntico as suas respectivas amostras de sitios de
infec¢cdo, mostrando possivelmente tratar-se da mesma linhagem residente que na maioria das

vezes encontrou condi¢des para invadir o hospedeiro.

Tabela 10— Perfil Alélico e Tipo de Sequéncia (ST) das amostras provenientes de sitios de

infeccdo

Amostra (Infeccio) Perfil de alelos ST
SA01 1.4.1.4.12.1.28 105
SA02 1.4.1.4.12.1.10 5
SAIlS5 1.4.14.12.1.10 5
SAl6 1.4.14.12.1.10 5
SA17 2.3.1.1.44.3 239
SA23 1.4.14.12.1.10 5
SA24 1.4.14.12.1.10 5
SA33 1.4.1.4.12.1.28 105
SA34 3.1.1.1.1.53 97
SA35 1.4.1.4.12.1.28 105
SA36 1.4.1.4.12.1.28 105
SA41 1.4.1.4.12.1.10 5
SA42 1.4.1.4.12.1.10 5
SA43 1.4.1.4.12.1.10 5
SA47 1.4.14.12.1.10 5
SA48 1.4.1.4.12.1.10 5
SA67 1.4.1.4.12.1.28 105
SA69 1.4.1.4.12.1.10 5
SA70 1.4.1.4.12.1.28 105
SA72 2.3.1.14453 239
SA73 1.4.1.4.12.1.10 5
SAS82 1.4.1.4.12.1.28 105
SA83 1.4.1.4.12.1.28 105
SA100 1.4.1.4.12.1.10 5
SA113 23.1.14453 239

Fonte: Elaborada pela autora

Quando analisamos por este lado individualizado, paciente por paciente, encontramos
que dos 20 pacientes, 11 (55%) apresentam MRSA ST5 e 5 (25%) apresentaram MRSA
ST105. Ou seja, dos pacientes infectados com MRSA no Hospital Risoleta Tolentino Neves
no periodo de junho a dezembro de 2009, 80% estavam infectados com linhagens do CCS5, o
que caracteriza a prevaléncia absoluta deste Complexo Clonal.

PFGE separou os isolados em 8 pulsotipos diferentes, de A até H (Figura 37).

Andlise de MLST e tipagem do elemento SCCmec do pulsotipo A e seus subtipos,
equivalente a 58,3% dos isolados, indicou que todos pertenciam ao CC5 (ST5 e STI105) e
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continham SCCmecll. O mesmo foi encontrado para os pulsotipos B e C. Os pulsotipos D e E
continham apenas linhagens do CCS5, mas tipos de SCCmec variados.

Ao considerar apenas isolados de sitios de infeccdo, observou-se a prevaléncia do

CC5, 54% pertencendo ao ST5 e 29% ao ST105.

Tabela 11 —  Perfil Alélico e Tipo de Sequéncia (ST) das amostras provenientes de colonizacao

Amostra de Infeccio a

Amostra (Vigilancia) . Perfil de alelos ST
qual se relaciona

SA07 SA35 1.4.1.4.12.1.28 105
SAll SA16 1.4.1.4.12.1.10 5
SA20 SA35 1.4.1.4.12.1.28 105
SA21 SA15 1.4.1.4.12.1.10 5
SA31 SA35 1.4.1.4.12.1.28 105
SA38 SA41 e SA43 1.4.1.4.12.1.10 5
SA46 SA41 e SA43 1.4.1.4.12.1.10 5
SA53 SA42 1.4.1.4.12.1.10 5
SA56 SA67 e SA70 1.4.1.4.12.1.28 105
SA63 SA69 1.4.1.4.12.1.10 5
SA64 SA67 e SA70 1.4.1.4.12.1.28 105

Fonte: Elaborada pela autora

Resisténcia a tigeciclina foi encontrada em 10 isolados, somente em linhagens ST105-
SCCmecll, em 3 pulsotipos. Esses isolados eram de 5 pacientes diferentes, 2 dos quais foram
colonizados por linhagens do mesmo pulsotipo da linhagem que veio a causar infeccao.

Quatro isolados pertenciam a outros CCs, trés ST239 e um ST97, que ¢é
frequentemente associado 2 casos de mastite bovina.”” Todos os isolados ST239 carregavam
SCCmeclll, sendo relacionados ao BEC. Onze dos 13 isolados ST5 carregavam SCCmecll,
como o clone Nova lorque/Japao, um carregava SCCmecl como o clone Cordobés/Chileno, e
1 carregava SCCmeclV como o clone Pediatrico.

Cinco isolados (um de vigilancia e quatro de infeccdo) com SCCmecll apresentaram
ccrA4B4 adicional, o qual confirmou-se 85 estar localizado fora do elemento SCCmec.

Como esperado para estes STs e tipos de SCCmec, nenhum dos isolados continha os

genes codificando PVL.
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6.3.1 Fusao dos principais Complexos Clonais de S. aureus

Era de se esperar que as linhagens patogénicas de S. aureus estariam um dia
conectadas por e BURST. Apds a introducdo da linhagem AO8151 na base de dados de MLST
(http://saureus.mlst.net/) em 21/08/2013, CC1, CC5, CC8, CC15 e CC97 agora formam o

maior grupo de linhagens de S. aureus compreendendo 911 STs diferentes (Figura 38).
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Figura 38 — Representagdo grafica produzida com o programa eBURST v3 na base de

dados de S. aureus. Os principais Complexos Clonais que foram
conectados estdo nomeados. Fonte: Elaborada pela autora.

A convergéncia destas linhagens comecou a ocorrer apds a introducdo da linhagem
BJ0192 na base de dados, um MRSA ST2139 de Pequim, China isolado em 2009 de uma
mulher sauddvel. Esta linhagem ligou o CC1 ao CC97. A segunda conexdo aconteceu entre
CC1/97 e CC15, através da linhagem 12-18207 isolada em 2012 na Austrdlia, um MRSA
ST2605. A tltima e maior conexdo foi feita apds a adi¢do da linhagem A08151, um VISA
isolado em 2012 em Iowa, Estados Unidos de uma ferida no calcanhar de uma mulher de 91
anos. Esta linhagem conectou CC1/97/15 ao CC8 e CC5 (Figura 39).

Como observado nos nossos resultados, nds reportamos a ocorréncia dos clones ST5-
SCCmecll e ST105-SCCmecll, ambos CCS5, como prevalentes no Hospital Risoleta Tolentino
Neves em 2009. Esses clones parecem ter substituido BEC (ST239-SCCmeclll), uma
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linhagem do CC8 frequentemente isolada no pais. Ironicamente todas pertencem agora ao
mesmo CC.

A conexao desses CC levanta a questao de qual seria 0 melhor modo de discriminar os
isolados de S. aureus. Talvez num futuro préximo chegue o momento de colocar em prética
os beneficios da era da gendmica e comparar o genoma fixo como um todo ao invés de apenas
sete loci, mas enquanto isso ndo estd facilmente disponivel a todos os centros de pesquisa,
deve-se pensar numa mudanca do esquema de MLST para que as linhagens possam ser

separadas em seus respectivos Complexos Clonais.
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Figura39 —  Representagdo da relag@o entre os STs encontrados nesse estudo
(STS5, ST105, ST97 e ST239). Cada linha representa uma
variagdo em um loco dos 7 necessarios para determinagio do ST.
Fonte: Elaborada pela autora.
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6.3.2 Sequenciamento de genes relacionados a resisténcia a daptomicina e a

vancomicina em MRSA

Os genes envolvidos na resisténcia a vancomicina e a daptomicina selecionados
tiveram suas sequéncias comparadas as da linhagem de S. aureus N315, usada aqui como
referéncia, além de outras.

O gene graR dos isolados do CC5 eram idénticos ao da linhagem N315 (Tabela 12), e
os do CC8 e CC97 eram idénticos ao de outras linhagens do CC8, como S. aureus TW?20,
JKD6008 e USA300, porém nenhuma apresentou a mutacdo encontrada na linhagem Mu50
que acredita-se ocasionar resisténcia a vancomicina B0 que € coerente com o fato de nenhum

dos 1solados ser resistente a vancomicina.

Tabela 12— Mutagdes encontradas no gene graR dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado
Isolado Posicao da mutacio Mutacao* Consequéncia da mutacio
no gene

303 T—-G Silenciosa

441 C—->T Silenciosa
SA17,SAT2, SAl13 ¢ 442 G-C o S
SA34 444 TG Coédon GAT — CAG: Asp

— Gln
453 T—-C Silenciosa
456 A—-G Silenciosa

) * Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina;

Asp — Acido Aspartico; Gln — Glutamina
Fonte: Elaborada pela autora

Resultados semelhantes foram encontrados para o gene vraR (Tabela 13), com os
isolados do CC5 e CC97 sendo idénticos a S. aureus N315, Mu3 e MuS5, outras linhagens
pertencentes ao CC5, e as do CC8 idénticas a outras linhagens do CCS8, S. aureus JKD6008,
TW20 e COL, inclusive, na tnica mutacdo encontrada nos isolados do CC8 quando
comparados aos do CC5 que ndo € silenciosa, houve troca de um aminodcido carregado
negativamente para outro (glutamato para aspartato), mantendo as caracteristicas da proteina.

O gene graS foi o que mais apresentou mutagdes, muitas delas silenciosas, mas
algumas despertaram interesse (Tabela 14). Em uma delas houve mudanca de aminoécido
Leucina para Fenilalanina; ambos sdo apolares, porém o segundo € muito mais volumoso. A

troca de Isoleucina para Leucina € a menos radical. Quando a mudanca ocorre de Treonina
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para Isoleucina, muda-se o cardter do aminoécido de polar neutro para apolar. Todas essas
trocas sdo caracteristicas das linhagens do CC8, como S. aureus COL, e ndo afetam o perfil de
sensibilidade a vancomicina. Na ultima delas, que ocorreu apenas no isolado SA69, houve
troca de Histidina por Tirosina, ambos aminodcidos polares, porém o primeiro bésico e o
segundo neutro; essa mutacdo ndo foi encontrada em nenhuma linhagem quando realizou-se

busca com Blast.

Tabela 13— Mutagdes encontradas no gene vraR dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado

Posicao da mutaciao

Isolado Mutacao* Consequéncia da mutacao
no gene
177 TS A Codon GAA — GAT: Glu
SA17, SA72, SA113 — Asp
597 T—-C Silenciosa
SA34 114 G- A Silenciosa

_ * Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina;
Asp — Acido Aspértico; Glu — Acido Glutamico
Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 14 —  Mutagdes encontradas no gene graS dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado

Posicao da mutacao

Isolado Mutacao* Consequéncia da mutacio
no gene
73 GoC Cédon TTG — TTC: Leu
— Phe
175 A>T Cédon ATA — TTA: lle —
Leu
345 A—G Silenciosa
SA17, SA72, SA113 411 C—T Silenciosa
456 G- A Silenciosa
495 G- A Silenciosa
534 C—-T Silenciosa
699 G- A Silenciosa
SA17,SA72,SAl113 ¢ 671 CoHT Cddon ACA — ATA: Thr
SA34 — Ile
582 T—>C Silenciosa
SA34
681 T—-C Silenciosa
SA69 931 C—T Coédon CAC — TAC: His
— Tyr
SA16, SA42,SA43 e . .
SA69 198 A—G Silenciosa

* Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina;
Leu — Leucina; Phe — Fenialanina; Ile — Isoleucina; Thr — Treonina; His — Histidina; Tyr - Tirosina
Fonte: Elaborada pela autora
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Todas as mutacOes encontradas no gene vraS (Tabela 15), quando comparado a
linhagem S. aureus N315, ocoreram nas linhagens de outros complexos clonais, que ndo o

CC5, como esperado. Além disso, todas essas mutagdes sao silenciosas.

Tabela 15— Mutagdes encontradas no gene vraS dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado

Posicao da mutacao

Isolado Mutacao* Consequéncia da mutacao
no gene
69 A—G Silenciosa
144 C—oT Silenciosa
204 A—>T Silenciosa
SA17,SA72, SA113
456 T—-A Silenciosa
510 T—A Silenciosa
561 G—-T Silenciosa
381 C—-T Silenciosa
SA34 699 A—-G Silenciosa
870 T—C Silenciosa

* Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina
Fonte: Elaborada pela autora

Quanto ao gene envolvido na resisténcia a daptomicina mprF (Tabela 16), todos os
isolados do CCS5 eram idénticos as linhagens do CCS5, S. aureus N315, Mu50 e ED98. As
demais, sejam elas CC8 ou CC97 apresentaram diversas mutagdes, mas a maioria silenciosa,
exceto uma, em que houve troca de glutamina para glutamato, mudando entdo a carga do
aminoacido. Porém essa mutacdo também ocorreu em outras linhagens do CC8 (S. aureus
USA300, TW20 e COL) e nao esta relacionada a resisténcia a daptomicina.

Finalmente, o outro gene envolvido na resisténcia a daptomicina que somente foi
sequenciado nos isolados que desenvolveram resisténcia a este antimicrobiano apds 48 horas
€ rpoB (Tabela 17). Ao se comparar a linhagem N315 foram encontradas 2 mutagdes, das
quais 1 ocorreu apenas em SA42 e a outra ocorreu tanto em SA42 quanto em SA69, e ambas
ndo sdo silenciosas. Na que é exclusiva da linhagem SA42 h4 troca do aminoécido leucina
para serina, € na outra de histidina para asparagina. Nenhuma sequéncia idéntica as dos

isolados foi encontrada utilizando o algoritmo Blast.
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Tabela 16 — Mutagdes encontradas no gene mprF dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado

Posicao da mutacao

Isolado no gene Mutacao* Consequéncia da mutacio
1944 C—>T Silenciosa
1968 A—G Silenciosa
2013 G—-A Silenciosa
SA17,SA72,SAl13 e 2070 G—-T Silenciosa
SA34 2148 C—T Silenciosa
2238 A—-T Silenciosa
2239 T—-C Silenciosa
2250 C—-T Silenciosa
SA17,SA72, SA113 2074 C—>G Codon CAA = GAA: Gln
— Glu
SA34 1044 C—-T Silenciosa

* Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina;
Gln — Glutamina; Glu — Acido Glutdmico
Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 17—  Mutagdes encontradas no gene rpoB dos isolados que tiveram o mesmo sequenciado
Posicao da mutacao ~ a ~
Isolado Mutacao* Consequéncia da mutacio
no gene

SA42 ¢ SA69 1141 CoA Codon CAT — AAT: His
— Asn

SA4D 1463 T C Codon TTA — TCA: Leu
— Ser

* Quando comparado ao gene da linhagem N315; A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina;
His — Histidina; Asn — Asparagina; Leu — Leucina; Ser — Serina
Fonte: Elaborada pela autora

6.4 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE S. aureus SA16

O rascunho do genoma consistiu de 2.961.555 pb distribuidos em 74 contigs e com um
conteddo de GC de 32,9%. Quando comparado ao genoma de referéncia S. aureus N315,
verificou-se que 99% do genoma é compartilhado pelas duas linhagens.

Andlise da sequéncia permitiu a classificacdo da linhagem como agr tipo II, cap tipo 5
e spa tipo t539. Foram encontrados os fatores de viruléncia tipicamente associados com
linhagens do CC5.”""° SA16 também contém os genes msrA, msrB, ermA e ermC, todos

. A s . . 111
relacionados com resisténcia a estreptograminas do tipo B.

Esse fato pode explicar o nivel
intermedidrio de resisténcia a quinupristina-dalfopristina. ermC provavelmente esta localizado

em um plasmideo, j4 que estava presente em um “contig” que ndo pareiou com o genoma de
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S. aureus N315, mas alinhou com vdrios plasmideos. SA16 também apresentou dois fagos
intactos, PMR25 e pN315, este ultimo sendo comum ao genoma de S. aureus N315.

O sequenciamento do genoma de S. aureus SA16 foi o primeiro rascunho de genoma
de uma linhagem representativa do CC5 do Brasil. Apesar de ser um clone que apareceu
apenas recentemente no Brasil, hd grandes possibilidades de ser um clone bem sucedido, pois
como vem sendo discutido, a resisténcia a fluoroquinilonas € um 6timo candidato a marcador
para clones HA-MRSA de sucesso, e SA16, apresenta resisténcia a ciprofloxacina, uma
fluoroquinolona. Os clones mais importantes de HA-MRSA, CC22, CC30, CC5, ST239 e
CC45 sdo resistentes a essa classe de antimicrobianos. Observou-se em certo hospital que
somente os clones de sucesso, € ndo os esporadicos, eram resistentes a fluoroquinolonas.
Ainda como um ponto a seu favor, essa resisténcia, que € causada por mutacdes pontuais em
genes codificando topoisomerases, pode ser transferida horizontalmente através de transdugdo
generalizada, apesar de ndo ser codificada em elementos genéticos méveis.''*

O projeto foi depositado no DDBJ/EMBL/GenBank sob o nimero de acesso
ASZ000000000, e a versao descrita no presente documento ¢ ASZ001000000.
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7 CONCLUSAO

No estudo estrutural, com a clonagem em vetor pSMT3 foi possivel aumentar o
rendimento da expressdo tanto de GraR quanto de GraR* e otimizar a clivagem de suas
caudas de histidina, quando comparadas as contru¢des anteriores em pET28a. A maior
quantidade de proteina produzida facilitou a realizacio de experimentos posteriores,
principalmente ensaios de cristalizacdo que demandam de elevada concentragcdo proteica.

Porém, nao foi obtido nenhum cristal a partir das proteinas produzidas com as novas
construgdes, portanto futuramente novos experimentos deverdo ser colocados em pratica,
como por exemplo o “Differential Scanning Fluorimetry ”, que possibilita encontrar um
tampdo em que as proteinas fiquem mais estdveis, e assim tentar novas condi¢des para
cristalizacdo, ou ainda tentativas de fosforilagdo das proteinas a fim de atingir a forma
dimérica mais estavel.

Os experimentos de Dicroismo Circular mostraram que ambas as proteinas em estudo
estavam bem enoveladas a temperatura ambiente. Nas contru¢des em pET28a houve uma
pequena variagdo no espectro a partir de 40 °C, mas quando se trata das constru¢des em
pSMTS3, os espectros de 20 a 90 °C estavam praticamente sobrepostos, mostrando uma 6tima
estabilidade térmica das proteinas.

Ja o estudo epidemiolédgico dos isolados deste hospital brasileiro revelou a presenca
endémica de uma linhagem MRSA ST5-SCCmecll e seu SLV ST105-SCCmecll. Dentre elas,
sensibilidade reduzida a daptomicina e a tigeciclina foi detectada, mesmo este ultimo
antimicrobiano s6 tendo seu uso iniciado neste hospital em 2011. Embora outros estudos de
sensibilidade ao redor do mundo tenham descrito este tipo de resisténcia '**'%°, ao nosso
conhecimento este € o primeiro relato de caracterizacdo molecular das linhagens envolvidas.

Apesar deste estudo envolver apenas um unico hospital, ele mostrou um cendrio
diferente do estabelecido para o pais até agora. Uma mudanca na linhagem de MRSA
prevalente nos hospitais brasileiros tem sido reportada, com BEC sendo substituida por clones

internacionais.'®?!

BEC ndo era prevalente no Hospital Risoleta Tolentino Neves em 2009.
Ao invés disso, os casos de infeccdo por MRSA mostraram prevaléncia das linhagens STS5-
SCCmecll e ST105-SCCmecll, com o fator agravante desta ultima apresentar tendéncia a ser

resistente a tigeciclina.
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No presente estudo, isolados do mesmo paciente coletados em datas diferentes
indicaram a persisténcia da colonizacdo das linhagens resistentes a tigeciclina, mesmo quando
esta droga ndo vinha sendo utilizada no hospital. Isto enfatiza a importancia da vigilancia e
estudos epidemioldgicos constantes para que medidas de controle eficiente no ambiente
hospitalar possam ser aplicadas pelas CCIHs.

Alguns casos de sensibilidade reduzida a daptomicina e de resisténcia heterogénea a
daptomicina que apareceram durante este estudo sao do mesmo modo relevantes e um estudo
aprofundado deverd ser realizado em nosso grupo. Ainda, algumas mutacdes encontradas nos
gene rpoB das linhagens que desenvolveram resisténcia a daptomicina sdo de interesse para
futuros estudos de mecanismo de resisténcia.

Durante este periodo de 6 meses no referido hospital ndo houve disseminacdo de um
unico genotipo idéntico detectavel por PFGE, o que caracterizaria um surto. A presencga de
varios subtipos relacionados de um mesmo pulsotipo sugere que estas linhagens sao
endémicas ao hospital, e que houve modificacdes genéticas ao longo do tempo. Portanto, a
aquisicdo de MRSA pelos pacientes pode ter ocorrido devido a contamina¢do do ambiente
hospitalar.

Em conclusdo, casos de infeccdo por linhagens de MRSA resistentes as mais novas
drogas disponiveis para uso clinico e sua dissemina¢do sdo de grande preocupacdo. Embora
os mecanismos de resisténcia ndo tenham sido ainda elucidados, este estudo possibilitou a
identificacdo e o rastreamento das linhagens nos pacientes hospitalizados, dando uma visdo da
evolucdo das linhagens de MRSA que culminou com um importante perfil de resisténcia.
Quando se conhece os clones prevalentes em uma determinada regido, as chances de se
aplicar um protocolo de tratamento adequado sdo maiores, contribuindo assim ao uso racional
dos antimicrobianos.

O sequenciamento de S. aureus SA16, representante do clone prevalente neste estudo,
proporcionou uma referéncia para estudos posteriores de gendmica comparativa com isolados
nacionais. Ainda, essa linhagem tem sido utilizada por nosso grupo no estudo de novos

compostos antimicrobianos e estudos estruturais de proteinas de S. aureus.
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SUMMARY

We report the molecular characterization of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
with resistance to tigecycline and to daptomycin isolated from intensive-care-unit patients in
Brazil over a 6-month period. Thirty-six isolates (25 from infection sites, 11 from nasal sites)
recovered from 23 patients who presented with MRSA infection during this period were
characterized by pulsed-field gel electrophoresis, multilocus sequence typing, staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec) typing, and antimicrobial susceptibility profiling. Ten
isolates from six patients and two isolates from different patients were resistant to tigecycline

and daptomycin, respectively. Eight pulsotypes were identified and one, type A, accounted for

21 isolates from 12 patients; type A isolates were SCCmecll as were a further nine isolates

of other pulsotypes. All but four of the total isolates were sequence type (ST) 5 or ST105

and classified as clonal complex (CC) 5; the historically prevalent lineage in Brazil,
ST239-SCCmeclll, was identified in only three patients. Tigecycline-resistant strains were all
ST105-SCCmecll and two patients were nasally colonized by strains of the same pulsotype found
in infection sites. Two ST5-SCCmecll were daptomycin resistant after 48 h incubation. The origin
and mechanism of these resistant strains remains unknown and further studies are warranted to
determine whether such clones are becoming endemic in Brazilian hospitals and to assess their

impact on infection control practice.

Key words: Antibiotic resistance, bacterial typing, Staphylococcus aureus.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
is a major nosocomial pathogen throughout the
world but in Brazil it accounts for more than half of
all S. aureus isolates in most hospitals [1].

Several clones of MRSA have spread globally. The
prevalent clone in Brazil and wider Latin America
[Brazilian epidemic clone (BEC), sequence type

* Author for correspondence: Dr 1. L. B. C. Camargo, Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, 400, Trabalhador
sdo-carlense, 13566-590 — Sao Carlos, Brasil.

(Email: ilanacamargo@ifsc.usp.br)

239-staphylococcal cassette chromosome meclll
(ST239-SCCmeclll)] has been identified in 19 Brazil-
1an cities, and in 14 different states between 1995 and
1997 [2], although several other international lineages
have also been identified in Brazil [3].

A wide range of resistance to several antimicrobial
agents is a hallmark of MRSA but most isolates
remain susceptible to vancomycin, teicoplanin and
linezolid and these are the primary drugs of choice
for the treatment of MRSA infections in Brazil [4].
Two new compounds, tigecycline and daptomycin,
were approved for use in Brazil in 2005 and 2008, re-
spectively, for the treatment of complicated skin
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and skin structure infections and intra-abdominal
infections caused by MRSA. Daptomycin is a cyclic
lipopeptide targeting the bacterial cell membrane
and several diverse mechanisms have been implicated
in the development of resistance [5]. Tigecycline, by
contrast, belongs to the class of glycylcyclines which
have a high affinity for the bacterial ribosome and
resistance is apparently linked to overexpression of
an efflux pump protein [6].

Two recent surveys of antimicrobial resistance of a
large number of bacterial isolates from Latin America
and worldwide have confirmed an extremely low fre-
quency or complete absence of tigecycline resistance
in S. aureus including MRSA [7, 8]; daptomycin re-
sistance is similarly reported to be uncommon [9].
Tigecycline is not recommended for susceptibility test-
ing of S. aureus by the Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) [10], although it is listed by the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
testing (EUCAST) [11]. Since most clinical labora-
tories in Brazil follow the CLSI recommendations,
susceptibility testing is normally restricted to Gram-
negative isolates. The finding reported here, of a clus-
ter of MRSA isolates with reduced susceptibility to
tigecycline and daptomycin was therefore considered
to be significant — warranting further investigation
of the antimicrobial resistance and molecular charac-
teristics of the isolates.

The Rizoleta Tolentino Neves Hospital in Belo
Horizonte city, capital of Minas Gerais state and the
sixth most populous city in Brazil, has 333 beds with
a 30-bed adult intensive care unit (ICU) and a five-
bed infantile ICU. Twenty-three patients were infected
by MRSA between June and December 2009 yield-
ing 25 isolates from infection sites (blood, soft
tissues, bone, etc.) and 11 nasal colonizing isolates.
All isolates were identified by the Vitek® 2 system
(bioM¢érieux, France) and confirmed as MRSA by
mecA PCR and SCCmec element subtyping [12].
Isolates were also screened for Panton—Valentine
leukocidin (PVL) by PCR as described previously [13].

The minimum inhibitory concentration (MIC)
of oxacillin, tigecycline, teicoplanin, quinupristin-
dalfopristin, linezolid, daptomycin and vancomycin
for all isolates was determined by Etest®
(bioMérieux). In addition, the MIC of vancomycin
(Sigma-Aldrich Co., USA), daptomycin (Hospira
Inc., USA) and tigecycline (Pfizer Inc., USA) were
also evaluated by the broth microdilution method
and susceptibility breakpoints for vancomycin and
daptomycin were interpreted according to CLSI [10].

Tigecycline interpretive criteria were those established
for staphylococci by EUCAST [11], i.e. MIC <0-5
mg/l indicating susceptibility.

All isolates were screened for heterogenous
vancomycin-intermediate S. aureus (hVISA) pheno-
type by one-point population analysis. Overnight
cultures in brain heart infusion (BHI) broth were
adjusted to 0-5 McFarland turbidity and 100-ul
aliquots were spread onto BHI agar plates containing
4 mg/l vancomycin. The plates were read after 24 h
and 48 h incubation at 37 °C. Isolates were interpreted
as being VISA if more than 1000 colonies grew within
48 h and as hVISA if fewer than 1000 colonies grew.
Isolates recovered from the screening medium were
cultured in BHI broth at 37°C overnight and cells
were diluted in saline to the 0-5 McFarland standard;
100 4l of this suspension and serial tenfold dilutions
were spread on BHI agar plates with various concen-
trations of vancomycin (0-8 mg/l) and colonies were
counted after 48 h at 37 °C.

Isolates were subjected to multilocus sequence
typing (MLST) as previously described [14], and the
resulting sequences of the seven housekeeping genes
were compared to those deposited in the MLST data-
base (http://saureus.mlst.net/site). Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) of Smal DNA digests was per-
formed and interpreted according to Tenover et al.
[15] and analysed with Bionumerics v. 6.5 software
(Applied Maths, Belgium) using the unweighted
pair-group method with arithmetic mean based on
Dice coefficients. Optimization and tolerance values
were set to 0-5% and 1-25%, respectively. Isolates
were considered to be the same pulsotype if profiles
showed greater than 80% similarity with others.

All isolates were resistant to oxacillin and har-
boured the mecA gene. There was universal suscepti-
bility to linezolid, teicoplanin and vancomycin.
Sixteen isolates were classified as intermediately sus-
ceptible to quinupristin-dalfopristin (from both infec-
tion and carriage sites), and 10 and two isolates,
respectively, were resistant to tigecycline and dapto-
mycin (Fig. 1). The latter daptomycin-resistant iso-
lates (MIC 2 mg/l) were isolated from infection sites
of different patients and it is of note that they were
not detected on subculture of microdilution assays
before 48 h incubation although CLSI recommends
reading of plates at 24h. Six patients harboured
tigecycline-resistant strains, four with single isolates
from infected sites (blood, joint, bone), and two with
three and four isolates from both nasal colonization
and infections.
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Fig. 1. Dendrogram of the PFGE patterns, clinical source, sequence type and SCCmec element,
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and antimicrobial

resistance of MRSA study isolates. ST, Sequence type; OX, oxacillin; VA, vancomycin; LZD, linezolid; TIG, tigecycline;
Q-D, quinupristin-dalfopristin; DAP, daptomycin; TE, teicoplanin; R, resistant; I, intermediate level of resistance; S,
susceptible; R*, resistant after 48 h;+ccrd4, presence of an extra-SCCmec recombinase 4;+ mercury, presence of SCC

mercury.

Two isolates showed growth on the hVISA screen-
ing assay but were not confirmed as the hVISA pheno-
type on subsequent testing on a range of vancomycin
concentrations by comparison with the positive con-
trol strain Mu3 of MRSA.

PFGE analysis differentiated the 36 isolates into
eight pulsotypes, A-H (Fig. 1). Pulsotype A ac-
counted for 21 (53-8%) isolates from 12 patients and
this type was further discriminated into six subtypes
by cluster analysis within the 80% similarity index.
All pulsotype A isolates were SCCmecll, as were a
further nine isolates of other pulsotypes, and were
allocated to two closely related sequence types ST5
and ST105 of clonal complex (CC) 5 which also ac-
counted for isolates of pulsotypes B and C. Pulsotypes
D and E were also grouped as CCS5 lineages, but were
of assorted SCCmec types. Tigecycline-resistant
strains were all of ST105-SCCmecll and distributed
among three pulsotypes from six different patients,
two of whom were colonized by strains of the same
pulsotype as the infecting strain. Strain genotypes
corresponding to international strain lineages were

12 isolates of STS5-SCCmecll (New York/Japan
clone), single isolates of ST5-SCCmiecl (Cordobes/
Chilean clone) and ST5-SCCmeclV (paediatric
clone) and three ST239-SCCmeclll isolates (BEC).
None of the isolates harboured the genes encoding
for PVL.

Although this study involves only one Brazilian hos-
pital, the results reflect the decline in the prevalence
of the BEC lineage and its replacement by other inter-
national clones, notably CC5 [3]. However, unlike
other studies, we have identified a significant aggra-
vating factor of clonal expansion of CCS5 strains resist-
ant to tigecycline but markedly less so to daptomycin.
Indeed, reports of susceptibility studies of large series
of MRSA isolates both within Latin America and
worldwide, have identified none or very few isolates
to be resistant to tigecycline [7-9]. Therefore the find-
ing of almost one-third of isolates from ICU patients
with a MIC of >0-5mg/l for this drug over just
6 months is strongly suggestive of a nosocomial out-
break within the unit, which to our knowledge has
not been previously reported.
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The two cases of decreased susceptibility to dapto-
mycin merit comment. Several mechanisms have been
cited for daptomycin resistance but Camargo et al.
[16] observed that a laboratory-generated strain of
S. aureus with reduced susceptibility to daptomycin
in vitro, had an altered membrane and cell wall and
grew more slowly than the parental strain. Here,
daptomycin resistance was detected only after 48 h
of incubation which is consistent with a slower growth
of such strains.

In the present study, molecular typing showed that
at least two patients (nos. 10 and 16, Fig. 1) were first
colonized in the nares with tigecycline-resistant strains
prior to their recovery in samples from clinical infec-
tion. This indicates that colonization with these strains
persists and emphasizes the importance and value of
surveillance cultures from patients on entry into the
ICU in order that efficient control management can
be applied by the Infection Control Committee in
the nosocomial environment. Further, this could be
interpreted as suggesting de novo acquisition of the
organisms from other patients or the hospital en-
vironment, but the fact that most were CC5 lineages
would imply very widespread contamination of the
ward environment and there is no evidence to support
this.

This study has two significant limitations. First,
although there is no evidence that this linecage spread
to other units of the hospital, no isolates except for
those presented here were available for comparison.
Second, it was not possible to investigate whether tige-
cycline resistance arose as a consequence of treatment
with other agents owing to the lack of clinical data.
However, given the fact that most isolates were sus-
ceptible to the standard agents used to treat MRSA,
e.g. linezolid and teicoplanin, it is unlikely that the
observed resistance to tigecycline was due to prior
antibiotic treatment.

In conclusion, cases of infection by MRSA strains
resistant to the newest drugs available and their dis-
semination are of major concern. Although the mech-
anisms of resistance remain to be elucidated, this
study has enabled the identification of predominant
lineages of MRSA associated with infection and colo-
nization and gives an insight into the emergence of
clinically significant resistance. Further studies into
the prevalent MRSA clones in the wider hospital
and region are therefore necessary to determine the
potential disease burden and impact on infection con-
trol practices and antimicrobial usage to limit their
spread.
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Here we report the draft genome sequence of a bloodstream isolate of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain SA16.
Strain SA16 is a sequence type 5 (ST5)-staphylococcal cassette chromosome mec type II (SCCmec II) clone and was the most
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ethicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an im-
portant nosocomial pathogen for which tracking is required
to detect outbreaks.

An epidemiological study of MRSA isolated from infection
sites in patients at a hospital in Belo Horizonte, Brazil, between
July and December 2009 revealed the presence of an endemic se-
quence type 5 (ST5)-staphylococcal cassette chromosome mec
type II (SCCmec II) clone (1) that is different from the ST239-
SCCmec 111 strains typically encountered in Brazilian hospitals
(2). The aim of this study was to characterize by whole-genome
sequencing a MRSA isolate representative of this circulating clone.
Strain SA16 was isolated from a patient’s blood and identified as
MRSA by use of the Vitek 2 (bioMérieux) system. Use of the
Kirby-Bauer protocol showed this strain to be susceptible to van-
comycin, amikacin, and gentamicin but resistant to oxacillin, cip-
rofloxacin, clindamycin, erythromycin, and penicillin. According
to an Etest (bioMérieux), SA16 was also susceptible to daptomy-
cin (MIC, 1 mg/liter), teicoplanin (MIC, 3 mg/liter), linezolid
(MIC, 0.75 mg/liter), and tigecycline (MIC, 0.19 mg/liter) and had
intermediate susceptibility to quinupristin-dalfopristin (MIC,
1.5 mg/liter).

Genomic DNA was extracted and purified and then submitted
for Illumina HiSeq (Illumina) next-generation sequencing at the
Tufts University DNA Core Facility (Boston, MA). Indepen-
dently, genomic DNA was also subjected to 454 FLX (Roche) anal-
ysis at the University at Buffalo Next-Generation Sequencing and
Expression Analysis Core (Buffalo, NY) to obtain coverage greater
than 10-fold. The reads produced by both platforms were assem-
bled into contigs by mapping them against a reference genome
sequence (S. aureus N315) using CLC Genomics Workbench
v4.8.

Unmapped reads were then assembled into contigs by de novo
assembly. The contigs of >200 bp (n = 74) were annotated with
the Prokaryotic Genome Annotation Pipeline v2.0 (NCBI) for
deposition with GenBank. The draft genome sequence consists of
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2,961,555 bp, with a GC content of 32.9%. Compared to the ref-
erence N315 genome sequence, 99% of the genome sequence was
found to be shared.

Sequence analysis allowed classification of the clone as agr type
11, cap type 5, and spa type t539. SA16 was found to harbor a typical
virulence factor associated with CC5 strains (3—18). SA16 was also
found to harbor msrA, msrB, ermA, and ermC genes, all related to
streptogramin type B resistance (19). This may explain the inter-
mediate level of resistance to quinupristin-dalfopristin. ermC is
probably located on a plasmid, since it is present on a contig which
does not match with the S. aureus N315 genome but aligns to
various plasmids. SA16 also contains 2 intact phages, eMR25 and
¢N315. pN315 was also found in the N315 genome.

Sequencing of the S. aureus SA16 genome has generated the
first draft genome sequence of a representative CC5 strain from
Brazil, which provides a reference for further comparative ge-
nome analysis for studies of S. aureus isolates collected within this
region. Also, this strain has been used by our group in the study of
novel antimicrobial compounds and the structural study of S. au-
reus proteins.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession number ASZO00000000. The version described
in this paper is version ASZ0O01000000.
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In this manuscript, we show that the most important clonal complexes of
Staphylococcus aureus, CC1, CC5, CC8, CC15 and CC97, are now all connected
by EBURST when run on the Multi-locus sequence typing (misT) database. The
seven loci suggested for the mrst scheme of S. aureus are not enough to sepa-

rate the most important clones such as New York/Japan and Brazilian Epidem-
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As gene sequence data continues to accumulate, it could
have been predicted that the main human pathogenic lin-
eages of Staphylococcus aureus would become connected
by eBurst (Feil et al, 2004) when run on Multi-locus
sequence typing (MLsT) database. Following the introduc-
tion of strain A08151 in the mrsT database (http://saureus.
mlst.net/), CC1, CC5, CC8, CC15 and CC97 now form
the largest group of S. aureus lineages, comprising 911
different sequence types. Figure 1 shows the link between
these clonal complexes (CCs).

CCl1, CC5, CC8, CC15 and CC97 were previously the
five largest and most important S. aureus CCs. CCl is
known to contain various community-associated methi-
cillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) including the first
PVL-positive strain MW2. CC5 is present all over the
world, sometimes being pandemic, and comprises both
CA- and hospital-associated MRSA (HA-MRSA). Another
pandemic CC is CC8, which includes the ancestral MRSA
ST250-SCCrmecl. ST239, a very widespread lineage, is part
of CC8 but has gained a large DNA fragment from CC30,
and has been categorized as a separate CC. CC15 is also a
large CC but consists mainly of methicillin-sensitive
S. aureus. The same is true for CC97, but most isolates of
this lineage are from animals (Monecke et al., 2011).

FEMS Microbiol Lett 351 (2014) 7-8

ic Clone (BEC). They now all belong to the same clonal complex and this may
be the time to think about a new way to discriminate them.

Convergence of these lineages began to occur after the
introduction of strain BJ0192 into the wmrst database.
This strain is an MRSA ST2139 from Beijing, China, iso-
lated in 2009 from a healthy female. It linked CC1 to
CC97. The second link occurred between CC1/97 and
CC15, which were connected by strain 12-18207 isolated
in 2012 in Australia, an MRSA ST2605. The last and
largest link was made by the addition of strain A08151, a
vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) isolated in
2012 in Iowa, USA, from a heel wound of a 91-year-old
female. This strain connected CC1/97/15 to CC8 and
CCs.

Understanding the relationships between strains is
important for tracking epidemiology and for understand-
ing the pathogenesis of S. aureus infection. For example,
CC5 has been spreading in hospitals in several countries,
and is represented by the clone New York/Japan ST5-
SCCmecll (Monecke et al., 2011). Our group has just
reported the occurrence of this clone and the single locus
variant ST105-SCCmecll as prevalent in infections from
patients in a Brazilian hospital. This seems to have
replaced BEC (ST239-SCCmeclll), a CC8 strain frequently
isolated in Brazil (Dabul & Camargo, 2013). Ironically,
these now belong to the same CC.
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Fig. 1. Linkage of the main Staphylococcus aureus clonal complexes.
(@) Picture produced with esurst v3 on S. aureus mist database. The
main clonal complexes which are now linked are marked CC1, CC5,
CC8 (and ST239), CC15 and CCI7. (b) ST of the lineages forming the
connections between these CCs.

It is important to mention that there are many unsampled
genotypes and other CCs might by now also be connected.

The connection of these CCs raises the question of what
represents an ideal mechanism for discrimination and
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categorization of S. aureus isolates. We appear to have
entered the genomics era (Pérez-Losada et al., 2013) and in
the near future it may be necessary to compare the entire
core genome as a whole instead of only seven loci. As this
approach is not yet available in many laboratories, in con-
trast to the MLsT scheme, maybe just inclusion of other loci
or even substituting different ones would be enough to
continue discriminating these important CCs, given such
usefulness in molecular epidemiology.
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