Q\\

&
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS V- MINISTRO ALCIDES CARNEIRO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E SOCIAIS APLICADAS
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ROGERIO FAULHA DE GOUVEIA FILHO

IDENTIFICACAO E ANALISE DAS ILHAS GENOMICAS EM
STAPHYLOCOCCUS AUREUS COM ENFASE EM GENES DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

JOAO PESSOA
2019



ROGERIO FAULHA DE GOUVEIA FILHO

IDENTIFICACAO E ANALISE DAS ILHAS GENOMICAS EM
STAPHYLOCOCCUS AUREUS COM ENFASE EM GENES DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduacao
em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Estadual da Paraiba, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas.

Area de concentracdo: Bioinformatica.

Orientadora: Prof.2 Dr2, DANIELA SANTOS PONTES.

Coorientadora: Prof.2 Ms?. NYEDJA FIALHO MORAIS BARBOSA.

JOAO PESSOA
2019



E expressamente proibido a comercializagdo deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reprodugdo total ou parcial & permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducgao figure a identificagao do autor, titulo, instituigio e ano do trabalho.

G719i  Gouveia Filho, Rogerio Faulha de.

|dentificagoc e andlise das ilhas gendmicas em
Staghylococms Aureus com énfase em genes de resisténcia a

antibidticos. [manuscrito] / Rogerio Faulha de Gouveia Filho. -

2019.
51 p. : il. colorido.
Digitado.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias

Biologicas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e Sociais Aplicadas , 2019.

"Orientagdo : Profa. Dra. Daniela Santos Pontes
Coordenagdo do Curso de Ciéncias Biologicas - CCBSA."

“Coorientagdo: Profa. Ma. Myedja Fialho Morais Barbosa. ,
Coordenacado do Curso de Ciéncias Biologicas - CCBSA."

1. Staphylococcus Aureus. 2. llhas gendmicas. 3.
Transferéncia génica horizontal . 4. Genes de resisténcia aos
antibidticos. . Titulo

]

21. ed. CDD 616.904 1
Elaborada por Antonia L. da Silva - CRB - CRB15/638 BSC5/UEPB




ROGERIO FAULHA DE GOUVEIA FILHO

IDENTIFICACAO E ANALISE DAS ILHAS GENOMICAS EM
STAPHYLOCOCCUS AUREUS COM ENFASE EM GENES DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Trabalho de conclusdo de curso (Artigo)
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual
da Paraiba, como requisito parcial a obtencdo
do titulo de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas.

Area de concentragio: Bioinformatica.

Aprovada em: 05 /12 / <2019,

BANCA EXAMINADORA

Donul asovikes Ponla
Prof? Dr*. DANIELA SANTOS PONTES (Orientadora)
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

ALY {
{ ..A‘ A LAAALY

y ? \ 7 (K | ‘ 7 / p
¥| BRIGIDA THAIS LUCKWU DE LUCENA
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

MC"XW ot

Prof. Dr. FRANCISCO JAIME BEZERRA MENDONCA JUNIOR
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)




Meu trabalho € dedicado a Deus, que me proporcionou
poder cursar e concluir esta importante etapa de minha
vida.

Também dedico este trabalho a minha filha Maria
Luiza e a minha grande amada esposa Juliana de
Fatima, por acreditar em mim incondicionalmente,
pelo estimulo para que eu concretizasse 0S meus

sonhos.



“Embora ninguém possa voltar atras e fazer
um novo comeco, qualquer um pode comecar
agora e fazer um novo fim”

- Chico Xavier, 1943.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - FluXograma da PESOUISA. ......c.cceeiuerrerieerieeiesteesieeeeseesteeeesseesseeseesseesreessesnsesseessens 18
Figura 2 - Padrdes das 1Gs identificadas nos genomas de S. aureus analisados no estudo.....22
Figura 3— Diferenca entre os isolados de S. aureus de acordo com a associacgdo das infecgdes:

................................................................................................................................................. 23
Flgura 4 - Diferenca entre os isolados AC e AH quanto ao numero de genes de resisténcias
presentes nas 1Gs >9,5Kb ndo relacionadas aos fagos. .........ccocveiiriiieiiiiiiin e 26
Figura 5 — Porcentagem de S. aureus que adquiriram GRAs identificados nas, nos respectivos
isolados, e as classes de antibioticos o qual os genes conferem resisténcia..........c.ccoceeeevruennee 28
Figura 6 - O mapa conceitual que exemplifica a codificacdo de genes identificados que
determinam as bombas de efluxo em S. aureus pertencentes as familias MFS e MATE, cuja
proteinas de efluxo dependem do gradiente eletroquimico criado pelos ions para transporte . 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Genomas analisados pelo ISLANDVIEWER4. Levando em consideragdo sua
localizacdo e sua resisténcia ou sensibilidade aos antibioticos, conforme a descri¢cdo no NCBI.

.................................................................................................................................................. 19
Tabela 2 - Numero de IGs identificados pelo ISLANDVIEWER4. Levando em consideracao o
tAMANN0 TS IGS. ..ttt ettt reenee e 20
Tabela 3 - Genes de: viruléncia, patogenicidade e resisténcia. identificados nos genomas
estudados, e presentes nas IGs >9,5Kb identificados pelo ISLAND VIEWERA..................... 20
Tabela 4 — Numero de 1Gs identificadas pelo ISLANDVIEWER4 e de regides relacionadas a
profagos identificadas Pelo PHASTER. ..o 25

Tabela 5 — Quantidade de genes de viruléncia e resisténcia, identificados nos genomas
estudados e presentes nas IGs identificados pelo ISLANDVIEWER4 e pelo PHASTER.......... 25
Tabela 6 — Genes de resisténcias encontrados nas 1Gs e 0s respectivos mecanismos de
resisténcias e a classe de medicamentos para 0s quais 0S genes causam a resisténcia............. 27
Tabela 7 - Contagem dos genes de resisténcias e as respectivas classe de medicamentos
resistentes identificado pelo CARD sobre 81 genomas. .........ccoceveiiiininienieiene e 32



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 Mosaico das Classes de antibidticos identificadas nas IGs nos genomas de S aureus

Quadro 2- Mosaico das Classes de antibidticos conferidas por genes mutados presentes nos
OENOMAS U8 S AUFBUS ...ttt ettt etttk b ekt n bbbt bt e b e e st e e e et e b e st b e bt enes



aac(6)-le-aph(2)-
la

AC
AH
ant(4)
ant(6)
ant(9)
aph(3)
arlR
arlS
BE
blaz
CARD
CPC
DfrC
DfrG
DNA
EGM
erm
FM

FP G
FP IGs
FRG
FR IGs
fusA
fusC
FV G
FV IGs
GRAs
H+
IGs
L461K
MATE
mecA
mecl
mecR
MepA
MepR
MFS
mgrA
MLE
MRSA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Genes codificador de enzima bifuncional acetiltransferase e fosfotransferase
aminoglicosideos

Infeccdo comunitéria

Infeccdo hospitalar

Genes codificador adenililtransferase aminoglicosideos
Genes codificador adenililtransferase aminoglicosideos
Genes codificador adenililtransferase aminoglicosideos
Genes codificador fosfotransferase aminoglicosideos
Genes reguladores

Genes reguladores

Bomba de Efluxo

Genes codificador da p-lactamase

The Comprehensive Antibiotic Resistance Database
Center of Diseases control and Prevention

Genes codificador da diidrofolato redutase

Genes codificador da diidrofolato redutase

Acido desoxirribonucleico

Elemento genico movel

erythromycin ribosome methylase

Forca motriz

Fator de Patogenicidade fora da Ilha gendmica

Fator de Patogenicidade dentro da Ilha genémica

Fator de Resistencia e fora da llha genémica

Fator de Resistencia dentro da Ilha gendmica

Genes de resistencia ao acido fusidico mutavel

Genes de resistencia ao acido fusidico

Fator de Virulencia e fora da Ilha genébmica

Fator de Virulencia dentro da Ilha genomica

Genes de Resistencia a antibidticos

lons de hidrogenio

Ilhas Genomicas

Mutacéo no fator de alongamento G

Multidrug and toxic efflux

Genes codificador da Penicillin-binding protein 2a
Genes repressor da Penicillin-binding protein 2a

Genes tradutor de sinal

Genes codifificador Bomba de efluxo MATE (Tetraciclina)
Genes repressor MepA

Major facilitator family

Genes reguladores

Macrolitos, Lincosamida e Estreptogramina B
Methicilin resistante S. aureus



MSSA
NA+
NCBI
OMS
OSSA
PBP2a
RGI
sat4
SDCs
Tet(38)
Tet(W/N/W)
TGH
VRSA

Methicillin sensitive S. aureus

lons de sodio

National Center for Biotechnology Information
Organizagdo Mundial da Saide

Oxacillin sensitive S. aureus

Penicillin-binding protein 2a

Resistance Gene Identifier

Genes codificador da acetiltranferase de estreptotricina
Sequéncias de DNA codificadores

Genes codificador da bomba de efluxo MFS (Tetraciclina)
Genes codificador de protecédo ribossémico
Tranferencia genica horizontal

Vancomycin resistent S . aureus



LISTA DE SIMBOLOS

= Igual

> Maior ou igual que
< Menor que

% Porcentagem



SUMARIO

L INTRODUGAD. ..ottt sttt n sttt sttt en sttt en s 13
2. METODOLOGIA . ...ttt e et e et e et e e st e e e st e e e snbe e e sneeeenneeas 16
2.1 Construcao do banco de dados .........cccecveiveiiiieiiee s 16
2.2 Predigéo de I1Gs relacionadas a0S Profagos ..........ccccveveieriereienisisieeeeese e 16
2.3 Identificacdo dos mecanismos e classes de antibidticos dos GRAS presentes nas IGs e
nos genomas de diferentes linhagens de S. QUIEUS. ..........coeiiiiiiiiiiniece s 17
2.4 Analises estatisticas € comparativas de IGS. .......cccevviveriieii i 17
3 RESULTADOS E DISCUSSOES.......oooieeeeeeeeeeeeeee e eees e eees e 18
3.1 Caracteristicas do universo de estudo dos genomas de S. QUreUS ..........ccecvevvereereeennnn 18
3.2 Identificacdo e visualizagdo das 1Gs nos genomas de S. QUIeUS ........cceceervvereereereeennnn 19
3.3 Importancia da quantidade de 1Gs nos genomas de S. aUFeUS .........ccceceerveeieerieerieennnns 20
3.4 Identificacdo e visualizacdo das sequencias de bacteriofagos nas IGs.............ccceveveeee. 24
3.5 Aquisicdo de genes de resisténcia aos antibidticos por 1Gs nao relacionadas aos
bacteriofagos em genomas de S. QUIBUS........cvoviirieirerieeese et 25
3.6 Analise dos Genes de resisténcia presentes €m S. QUIEUS .........ccceevveeveieeireeieeseeseeenenns 26
3.6.1 Analise da resisténcia ao acido fusico presentes em S. aUreusS..........cccceeerereeeerene 29
3.6.2 Andlise da resisténcia ao diaminopirimidina presentes em S. aureus ..................... 29
3.6.3 Andlise dos genes de resisténcias aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina
B (MLE) Presentes €M S. QUIEUS .........cceerueeieiieerieeeesteesteseesseessesseesseessesseessaessesssessasssens 31
3.6.4 Anélise da resisténcia aos aminoglicosideos e estreptotricinas presentes em S.
AUIBUS ...ttt ettt ettt ekt e ekt b e e st et e e R e e bt e e R e e 2R e e e Re £ e R e e AR e £ oA R e e R e e e R e e nRn e e Re e Re e e neennreenns 31
3.6.5 Analise da resisténcia aos p-lactamicos presentes em S. aureus ..........ccocceceeveerenne 34
3.6.6 Analise dos genes de resisténcia a tetraciclina presentes em S. aureus................... 34
4. CONCLUSAO ..ottt 35
REFERENCIAS ..ottt 36

APENDICE A oo et oot e e e et e et e e et e e et e e e e et e e et e e er e e er e e e et e e er e 42



IDENTIFICAGAO E ANALISE DAS ILHAS GENOMICAS EM STAPHYLOCOCCUS
AUREUS COM ENFASE A GENES DE RESISTENCIAAANTIBIOTICOS

IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF GENOMIC ISLANDS IN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS WITH EMPHASIS ON ANTIBIOTICS RESISTANCE

GENES
Rogerio Faulha de Gouveia Filhol
Nyedja Fialho Morais Barbosa 2
Daniela Santos Pontes 3
RESUMO

Os estafilococos sdo bactérias gram-positivas, comensais e parasitas comuns de seres
humanos. O Staphylococus aureus, devido sua enorme capacidade de adaptagéo e resisténcia
a tratamentos com antibioticoterapia, tornou-se uma das espécies de maior importancia no
quadro das infeccGes hospitalares e comunitarias. Essa bactéria foi considerada pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) um dos patégenos de alta prioridade para o
desenvolvimento de novos antibidticos, uma vez que o desenvolvimento de novas drogas
tornou-se um ponto critico para manutencao da saude humana e animal. O uso descomedido
de antibidticos promove selecdo de mutacdes e de segmentos de DNA que foram adquiridos
por transferéncia génica horizontal (TGH), esses segmentos podem ser identificados como
Ilhas Gendmicas (IGs). As IGs podem contribuir para a diversificacdo e adaptagdo bacteriana
e para a disseminacdo de genes de resisténcias a antibidticos (GRAS). Diante da escassez de
estudos comparativos sobre a presenca de IGs em diferentes isolados dessa espécie, este
estudo teve como objetivo caracterizar e analisar a influéncia das 1Gs no processo de TGH de
GRAs. Assim, foram analisados diferentes isolados de S. aureus associados as infeccBes
comunitérias (AC) e hospitalares (AH). Para as analises das 1Gs foram utilizados todos os 81
genomas de S. aureus disponiveis no servidor ISLANDVIEWER4, no qual, foram detectadas
516 1Gs > 9.5 Kb. Foi constatado que o tamanho dos genomas de S. aureus sofre influéncia
do tamanho total de 1Gs e pelo numero de 1Gs por genoma, de forma positiva e moderada
(método de Spearman), respectivamente (R = 0,73, p <0,001) e (R = 0,61, p <0,001). Nao foi
observado diferenca significativa entre linhagens AC e AH (Teste Mann-Whitney) para
namero de 1Gs, tamanho total das IGs por genoma e propor¢do da IGs no genoma
respectivamente (p-valor = 0,09), (p-valor = 0,08) e (p-valor = 0,1). No entanto, existe uma
diferenca significativa (p-valor = 0,003) quanto ao numero de GRAs presentes nas 1Gs ndo
relacionadas a fagos, sendo observado o maior nimero de GRAs em IGs por genoma nos
isolados AH. Foram encontrados 232 genes de GRAS nas IGs analisadas com prevaléncia dos
GRAs aos macrolideos, lincosamida e estreptogramina B (MLE), aminoglicosideos, B-
lactdmicos, tetraciclina e estreptomicina e dentre 0s genes menos comuns temos a resisténcia
ao acido fusidico e a diaminopirimidina. Os resultados mostram diversidade e variabilidade de
GRAs presentes nas 1Gs e a contribui¢do das mesmas no processo de TGH, colaborando para
a adaptagcdo do S. aureus nos mais diferentes tipos de pressdes seletivas encontradas em
ambientes hospitalares e extra hospitalares. Além disso, os resultados também revelam o
potencial dessas bactérias quanto fontes de disseminacdo desses GRAS para outras espécies
bacterianas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, llhas genémicas, Transferéncia Génica Horizontal,
Genes de resisténcia aos antibidticos.



13

ABSTRACT

Staphylococci are commensal gram-positive bacteria and common human parasites. S. aureus,
is one of the most important species in hospital and community infections due to its enormous
ability to adapt and manage to survive antibiotic treatment. This bacterium was listed by the
World Health Organization (WHO) as one of the high priority pathogens for which new
antibiotics are urgently needed. The resistance mechanisms developed by S. aureus are
equally relevant, since the development of new drugs has become a critical point for human
and animal health. The indiscriminate use of antibiotics promotes selection of resistance-
conferring mutations and DNA segments that were acquired by horizontal gene transfer
(HGT). These new DNA blocks that were horizontally acquired are recognized as Genomic
Islands (GI). The Gls can contribute to bacterial diversification, adaptation, and to spread of
antibiotic resistance genes. In the absence of studies comparing the presence of Gls in
different isolates of S. aureus, the aim of this study was to characterize and analyze the
contribution of Gls for horizontal transfer of antibiotic resistance genes (AGRs). Thus,
different S. aureus isolates associated with community (CA) and hospital infections (HA)
were analyzed. All 81 genomes of S. aureus available on the ISLANDVIEWER4 server were
used in this study, in which 516 1Gs > 9.5 Kpb were identified. It was observed that the size of
the S aureus genomes was influenced by the number and size of islands per genome, in a
positive and moderate way (R = 0,73, p <0,001) and (R = 0,61, p <0,001). No significant
difference was observed between CA and HA isolates considering the number of Gl, total size
of Gl per genome and for ratio between the size of GI and genome size (p-valor = 0,09), (p-
valor = 0,08) and (p-valor = 0,1). However, there was a significant difference (p-valor =
0,003) in the number of AGRs present in non-phage GI found in CA and HA strains. It was
observed that HA isolates carried a greater number of ARGs in IGs per genome. We found
232 genes of ARGs in the Gls analyzed with prevalence of ARGs to macrolytes, lincosamide
and streptogramin B (MLE), aminoglycosides, -lactams, tetracycline and streptomycin, and
the less common resistance genes identified were against to fusidic acid and
diaminopyrimidine antibiotics. The results showed a diversity of ARGs presents in Gls and
the contribution of these islands on HGT and for S. aureus adaptation to different types of
selective pressures in hospital and extra-hospital environments. Moreover, the results also
revealed the potential of these bacteria as sources of dissemination of these ARG to other
bacterial species.

Keywords: Staphylococcus aureus. Genomic Islands. Horizontal Gene Transfer, Antibiotic
resistance genes.

1. INTRODUCAO

E inquestionavel a importancia da intervencdo médica com introdug&o dos antibi6ticos
no tratamento das doencas infeciosas principalmente no que diz respeito a reducdo da
morbidade e da mortalidade humana. No entanto, desde o inicio da década de 40 quando foi
introduzida a antibioticoterapia, o0 uso indiscriminado dos antibidticos tornou-se um
verdadeiro desafio para a clinica médica. O aumento dréstico na frequéncia de infec¢des por

! Graduando, aluno, Ciéncias Bioldgicas. rogeriofaulha@gmail.com /
2 Mestre, professora, Ciéncias Biologicas. nyedjaf@gmail.com
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patdgenos resistentes em humanos e animais ameacam as opg¢des terapéuticas atualmente
disponiveis. A resisténcia aos antibioticos reduz drasticamente a possibilidade de tratamento
das infeccOes e aumenta o risco de complicagOes e mortalidade, comprometendo desta forma
a saude publica (LI, B.; WEBSTER, 2018).

A preocupacdo com a gravidade da disseminacdo dos patdgenos resistentes é tdo
grande que os estados membros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elaboraram uma
lista de patdgenos de prioridade global, com intuito de priorizar as pesquisas de
desenvolvimento de novos tratamentos com antibioticos. Nesta lista encontra-se o
Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) e a vancomicina (VRSA), que séo
classificados como alta prioridade. (https://www.who.int/medicines/publications/global-
priority-list-antibiotic-resistant-bacteria/en/). As linhagens MRSA podem comumente causar
tanto infeccdes comunitarias como hospitalares (TORGERSEN et al., 2000). Essas infecgdes
séo classificadas de acordo com as diretrizes do Center of Diseases Control and Prevention
(CDC), que consideram o tempo médio de 48hs em que o hospedeiro humano desenvolve a
infeccdo inicial até a sua detec¢do. Desta forma, as infec¢Bes comunitéarias (CA) séo
caracterizadas por infecc@es identificadas ou em incubacdo durante a admissdo do paciente,
desde que, ndo esteja relacionada a internacdo anterior em uma unidade hospitalar. Por sua
vez, sdo classificada como hospitalares (HA), as infec¢des adquiridas e manifestadas apos 48
horas de internacdo, sendo essa a aquisi¢do infecciosa relacionada com o ambiente ou
procedimentos hospitalares (HENDERSON et al., 2013;ZLATIAN et al., 2018).

Para compreender melhor a importancia do S. aureus para saude publica, é necessario
verificar a capacidade adaptativa desse patdgeno em resposta a introducdo de agentes
antimicrobianos no ambiente clinico. Essa bactéria Gram-positiva é capaz de colonizar a pele
e a mucosa do nariz, podendo causar uma variedade de infecc@es, principalmente infeccBes de
pele, de tecidos moles, 6sseo e sanguineo. Junto a sua capacidade de infecgdo, S. aureus foi
capaz de praticamente anular a eficiéncia da penicilina no inicio da década de 40, devido a
aquisicdo do gene da R-lactamase. Em 1960, ap6s a introducdo dos R-lactamicos no
tratamento de infeccdes de S. aureus resistentes a penicilina, logo foram identificados os
primeiros isolados de MRSA em amostras clinicas. Em 1980, os clones epidémicos do MRSA
adquiriram caracteristicas multirresistentes e se espalharam pelo mundo tornando-se um dos
mais importantes agentes causadores de infec¢des hospitalares. No inicio dos anos 2000,
cepas de MRSA resistentes a vancomicina foram identificadas em ambientes clinicos
(TORGERSEN et al., 2000). No mesmo periodo em que as cepas de MRSA comecgaram a ser
identificadas em isolados relacionados a infecgBes comunitérias (LENCASTRE, DE;
OLIVEIRA; TOMASZ, 2007). Diante disso as infecgdes por MRSA exigem tratamentos com
antibidticos amplo espectro, que sdo mais caros e apresentam maiores riscos de efeitos
colaterais graves aos pacientes. Dessa forma é aconselhdvel a monitorizacdo durante o
tratamento e isso também eleva os custos terapéuticos (GAJDACS, 2019;LUNA et al., 2010).
Mediante a relevancia do surgimento de patégenos multirresistentes os cientistas voltaram-se
para as pesquisas que ajudassem a compreender os fatores que influenciavam o surgimento, a
mobilizacdo, a disseminagdo e manutengédo de genes de resisténcia a antibidticos no ambiente.

As bactérias patogénicas desenvolvem resisténcia aos antibioticos por mutacdes ou
pela aquisicdo de genes de resisténcia a antibidticos (GRAS) de outros microrganismos por
meio da transferéncia génica horizontal (TGH) (JUHAS et al., 2009;JUTKINA et al.,
2016;MARTINEZ, 2012). A exposicdo a antibiGticos aumenta a frequéncia da selecio de
mutacdo e GRAs associados a elementos génicos moveis (EGM) que garantem resisténcia aos
antimicrobianos (GILLINGS, 2013;GILLINGS; STOKES, 2012). Porém a aquisicdo de
GRAs pode estar associada ao custo adaptativo relacionado aos processos de replicagéo,
transcricdo e tradugcdo dos novos genes de resisténcia. O custo adaptativo pode ser constatado
na reducdo da taxa de crescimento das bactérias resistentes na auséncia da pressao seletiva
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quando comparado as bactérias sensiveis (antibiético)(ANDERSSON; HUGHES, 2010). A
aquisicdo de GRAs nem sempre resulta na manutencdo dos GRAs na populacdo bacteriana, a
menos que haja uma pressdo seletiva para manté-los ou que o custo da resisténcia seja
desprezivel ou compensado (BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON; LARSSON,
2018;HANDEL et al., 2013).

No entanto, as bactérias podem frequentemente se adaptar e evoluir para reduzir esse
custo adaptativo da resisténcia, através de mutacGes compensatorias ou pela aquisicdo de
genes reguladores da expressdo da resisténcia. Essa compensacdo permite entdo que a bactéria
resistente persista mesmo apds a interrupgdo do uso de antibiéticos (KEMPF; ZEITOUNI,
2012). Martinez el al usam algumas regras para determinar o risco de transferéncia de GRAs
presentes em resistoma ambientais para patdégenos humanos. Os autores sugerem que 0S
GRAs ja conhecidos por contribuir para o fracasso do tratamento com antibidticos, e
associados a elementos génicos moéveis (EGM) em patégenos humanos, sdo classificados
como risco 1 (alto risco) no ranking dos GRAs (MARTINEZ; COQUE; BAQUERO, 2015).
Desta forma, mostraram a importancia do conhecimento dos diferentes genes ja depositados
em bancos de dados, seus mecanismos de acdo e de TGH na disseminacdo da resisténcia
definindo os reais riscos a satde publica.

Neste contexto a identificacdo de agrupamentos de genes, que possivelmente foram
adquiridos por TGH tornou-se extremamente importante. Os blocos de DNA, de tamanhos
que variam entre 10Kb até 200 Kb (JUHAS et al., 2009;LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN,
2010) séo denominados ilhas genémicas (IGs). Essas ilhas podem estar relacionadas com
EGM, previamente conhecidos como: elementos integrativos e conjugativos (ICES),
transposons conjugativos, integrons e aos profagos. As IGs podem ser classificadas de acordo
com adaptacdo dos genes que as compdem, podendo ser: de patogenicidade, simbiose,
metabdlica e resisténcia (JUHAS et al., 2009). Como pode-se constatar as IGs constituem
importantes componentes do genoma na adaptacdo e evolugcdo bacteriana (BUSH et al.,
2018;LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010). Essas regides podem ser transferidas para
outras linhagens ndo relacionadas por TGH por trés processos distintos: transformacéo,
conjugacdo ou transducdo. A transformacdo € um mecanismo que permite que a bactéria
incorpore DNA livre ao seu genoma. A conjugacdo ocorre através do contato direto entre uma
célula doadora e uma célula receptora, e permite a transferéncia unidirecional de material
genético através de um aparelho especializado que consiste em um canal citoplasmatico. A
transducdo, por sua vez, é o processo de transferéncia de DNA via bacteriéfagos (JUHAS et
al., 2009). Os bacteriéfagos tem mostrado um papel importante na TGH de fatores de
viruléncia em S. aureus (DEGHORAIN; MELDEREN, VAN, 2012).

Atualmente diversas ferramentas computacionais tém sido desenvolvidas para
identificar e analisar 1Gs. Essas ferramenta realizam a previsdo das 1Gs através da analise de
alguns caracteres, como por exemplo: a identificacdo de diferencas no contetdo G + C em
comparagdo com o resto do genoma hospedeiro, a identificagéo de genes que codificam RNA
transportadores (tRNA) e repeticGes diretas flanqueando as IG, assim como a identificacéo
dos EGM (HACKER, J.; CARNIEL, 2001;LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010).
Atualmente temos o ISLANDVIEWER como uma das ferramentas com melhor avaliagdo
para predicdo de IGs em genomas bacterianos, pois integra trés diferentes métodos de
predicdo (BERTELLI et al., 2017;FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2012;LANGILLE; HSIAO;
BRINKMAN, 2010).

Considerando a importancia das IGs e o papel dessas regides em modular o tamanho e
estruturar 0s genomas bacterianos, agregando um conjunto diversificado de genes que podem
melhorar a aptiddo das bactérias em determinadas circunstancias, este trabalho, teve como
principal objetivo de caracterizar e analisar a influéncia das IGs para a resisténcia em
patdgenos de S. aureus associados a infecgdes comunitéarias (AC) e hospitalares (AH). A
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andlise das IGs nos diferentes isolados de S. aureus AC e AH podem revelar a contribui¢ao
dessas ilhas na aquisicdo de GRASs por TGH nos isolados resistentes, e as consequéncias que
podem advir para satde publica e ambiental.

2. METODOLOGIA

2.1 Construcao do banco de dados

Foram incluidos neste trabalho um total de 81 genomas completos de S. aureus
disponiveis no ISLANDVIEWER4 (http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/browse/),
selecionados no periodo de abril a maio de 2017. Para caracterizagdo dos 81 genomas
completos, foi utilizado o GENBANK, através do Centro Nacional de Informacdes sobre
Biotecnologia (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os isolados bacterianos selecionados
foram caracterizados quanto sua localizagcdo geogréfica, origem da infec¢do (comunitaria ou
hospitalar) e de onde foram isolados (humanos, animais ou alimento).

A presenca de 1Gs nos 81 genomas de S. aureus foram preditas pelo ISLAND
VIEWER4. O programa computacional é gratuito e integra varios métodos distintos e
complementares para identificacdo e visualizacdo de 1Gs (LANGILLE; HSIAO;
BRINKMAN, 2008), o que torna a ferramenta precisa e eficiente na predicdo das IGs
(BERTELLI et al., 2017). A ferramenta integra os metodos de predicdo SIGI-HMM
(WAACK et al., 2006) e IslandPath-DIMOB (HSIAO et al., 2003) que se baseiam na
composicdo de sequencias de nucleotideos e no método IslandPick que baseia-se na
comparacdo dos genomas (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008). O SIGI-HMM
fundamenta-se na anélise do codon de cada gene para identificacdo de genes exdgenos, e
ainda realiza varios testes através do método Hidden Markov Model (HMM) para
identificacdo de possiveis IGs. Apesar de conter analises de 1Gs ja identificadas, a ferramenta
é muito sensivel para a identificacdo de IGs em genomas bacterianos (WAACK et al., 2006).
A ferramenta IslandPath-DIMOB busca identificar um conjunto de caracteres que sdo
considerados assinaturas de identificacdo das 1Gs como: genes codificadores de tRNA,
localizacdo de elementos mdveis e porcentagem de contetdo C+G (HSIAO et al., 2003).

Como refino manual, selecionamos neste trabalho somente as ilhas com tamanho > 9.5
Kb, critério estabelecido em estudo anterior (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2012). As
sequéncias de nucleotideos referentes as IGs > 9.5 Kb foram baixadas e salvas em arquivos
fasta para analises posteriores.

2.2 Predicado de IGs relacionadas aos profagos

Para identificacdo de sequéncias de profagos dentro das IGs selecionadas neste
trabalho, os 81 genomas de S aureus foram submetidos a interface da web, através da
ferramenta PHASTER, acessando o site, http://phaster.ca/. O programa identifica a presenca
de sequéncias de profagos dentro de genomas bacterianos (ARNDT et al., 2016). Foram
analisadas as regifes que apresentaram a sobreposicdo com IGs identificadas pelo
ISLANDVIEWER.



http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/browse/
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2.3 ldentificago dos mecanismos e classes de antibidticos dos GRAS presentes nas I1Gs e
nos genomas de diferentes linhagens de S. aureus.

Para identificacdo dos mecanismos e classes de antibioticos presentes nas IGs, foram
utilizadas as sequencias de nucleotideos das IGs selecionadas, que foram exportadas em
forma de arquivo fasta, e submetidas a interface da web, Comprehensive Antibiotic Resistance
Database(CARD) (JIA et al., 2017), acessando o site, https://card.mcmaster.ca/analyze/rqi.
Para identificacdo dos mecanismos e classes de antibioticos presentes nos genomas completos
dos isolados de S. aureus selecionados. Foi utilizada a ferramenta de Identificagdo de Genes
de Resisténcia (RGI), disponivel na plataforma CARD. Nesse processo foi utilizado como
critério de selecdo padrdo, apenas 0s genes que apresentaram correspondéncias rigorosas ou
perfeitas com as sequéncias do banco de dados.

Foram analisadas a inter-relacdo entre GRAs presentes em IGs de isolados AH
(hospitalares) e AC (extra hospitalares), bem como o padrdo qualitativo originado diferentes
combinacBes e quantitativo propor¢cdo GRAS encontrados nos varios isolados de S. aureus,
usando a versdo Bioestat 5.0 (AYRES, MANUEL; AYRES JUNIOR, MANUEL; AYRES,
DANIEL LIMA; SANTOS, 2007).

2.4 Analises estatisticas e comparativas de 1Gs.

Foi realizada a anélise de regressdo linear como modelo estatistico para descrever a
relacdo da variacdo do tamanho do genoma bacteriano em funcdo da aquisicdo de 1Gs por
TGH. Primeiramente foi verificado a relacdo linear entre as variaveis dependentes, através do
diagrama de dispersdo, utilizando o programa R (versdo 3.5.1)(R CORE TEAM, 2018). O
programa calculou a reta que melhor representa a relacdo entre as variaveis, tendo como teste
do modelo, ANOVA, no qual admitiu-se o p-valor < 0,05 para aceitacdo do modelo. Além
deste teste, outros dois testes foram utilizados, com objetivo de garantir o modelo selecionado
e determinar o coeficiente de correlagdo: o TESTE KOLMOGOROV SMIRNOV (KS)
(SHAPIRO; WILK; CHEN, 1968) e o TESTE BARTLETT (CONAGIN et al., 1993), que
serviram  respectivamente, para verificar 0s pressupostos de normalidade e
homoscedasticidade, admitindo o p-valor > 0,05.

A correlagdo ndo paramétrica foi utilizada para medir a relacdo entre as variaveis,
utilizando o método de Spearman (RESTREPO BETANCUR; GONZALEZ L., 2007). Foi
utilizado como critério: 0> R <0,5 para correlagcdo fraca, 0,5> R <0,8 para correlacao
moderada e 0,8> R <1,0 para uma correlagdo forte, ao nivel de significancia de 5%. A
correlacdo foi utilizada para descrever a relacéo entre (i) a variagdo da soma dos tamanhos das
IGs do genoma em fungdo do nimero de IGs, (ii) a variagdo do tamanho do genoma de S.
aureus em funcdo da soma dos tamanhos das 1Gs do genoma (iii) a variagdo do tamanho do
genoma de S aureus em fungdo do numero de 1Gs.

O teste MANN WHINTENY foi utilizado, com o objetivo de identificar diferencas
significavas entre o grupo dos isolados associados a infec¢bes comunitérias (AC) e grupo de
isolados associados a infeccdes hospitalares (AH)(CARMO, 2012), em trés niveis: (i) a
diferenca na variagdo da razdo entre o tamanho do genoma e a soma dos tamanhos das IGs,
(if) proporgdo de IGs néo relacionadas aos fagos e por fim, (iii) o numero de genes de
resisténcia presentes nas IGs nao relacionadas aos fagos. Para o teste admitimos a existéncia
de diferencas significativas entres os grupos para p-valor<0,05.


https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi

A figura 1 representa todas as etapas da metodologia utilizada neste trabalho.

Figura 1 - Fluxograma da pesquisa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracteristicas do universo de estudo dos genomas de S. aureus

Dos 81 genomas de S. aureus disponiveis no ISALANDVIEWERA4, 18 isolados estdo
associados a infec¢bes comunitarias e 63 associados a infec¢bes hospitalares, todos isolados
em humanos, conforme descrigdes obtidas no NCBI. Como se pode verificar na Tabela 1,
linhagens de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo amplamente disseminadas tanto
em ambientes hospitalares e extra hospitalares. No universo desse estudo elas representaram
79,4% dos isolados AC e 94,4% dos isolados AH. Foi possivel verificar a sua ampla
distribuicdo continental, como ja retratados e descritos pela OMS em seu relatério divulgado

em 2014 (www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/surveillancereport/en/).

maior parte dos isolados foram da América, Asia e Europa. A resisténcia a vancomicina foi

observada em 20,00% dos isolados AH.

A



http://www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/surveillancereport/en/

19

Tabela 1- Genomas analisados pelo ISLANDVIEWERA4. Levando em consideracdo sua
localizacdo e sua resisténcia ou sensibilidade aos antibidticos, conforme a descri¢do no
NCBI.

Genomas
Continentes AC AH | Total Geral
América do Norte 4 10 14
MRSA 4 5 9
MRSA e VRSA 2 2
MSSA 2 2
VRSA 1 1
América do Sul 1 20 21
MRSA 1 18 19
MRSA e VRSA 1 1
MSSA e VRSA 1 1
Asia 10 11 21
MRSA 10 5 15
MRSA e VRSA 2 2
VRSA 4 4
Europa 2 19 21
MRSA 1 13 14
MRSA e VRSA 1 1
MRSA, penicilina e tetraciclina 1 1
MSSA 1 2 3
OSSA 1 1
VRSA 1 1
Oceania \ 1 \ 3 \ 4
acido fusidico RSA 1 1
MRSA 1 2 3
Total Geral ‘ 18 ‘ 63 ‘ 81

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

AC-Infeccdo Comunitaria, AH- Infeccdo Hospitalar, MRSA-S.aureu resistentes a Meticilina, VRSA-
S.aureu resistente a Vancomicina, MSSA- S. aureu sensivel a Meticilina e OSSA- S aureu sensivel
Oxacilina.

3.2 ldentificacéo e visualizacdo das 1Gs nos genomas de S. aureus

O ISLANDVIEWER4 é considerado uma das melhores ferramentas para identificacdo e
visualizacdo de IGs (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008), pois sua interface integra
varios métodos de identificagdo como: IslandPick, SIGI-HMM e IslandPath-DIMOB, o que
torna a ferramenta bastante sensivel na predicdo das IGs. Muitas IGs menores identificadas
por um dos métodos estdo inseridas em 1Gs maiores identificadas pelo outro método,
conforme os dados mostrados (Tabela 2), onde se verifica a variacdo dos tamanhos das 1Gs e
suas localizagdes nos genomas analisados.
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Tabela 2 - Nimero de IGs identificados pelo ISLANDVIEWER4. Levando em consideracéo o
tamanho das IGs.

N°Gen N°IGs N°IGs>9,5Kb N°IGs <9,5Kb N° IGs sobrepostas
AC 18 155 97 58 15
AH 63 725 419 306 113
Total 81 880 516 364 128

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
AC-Infeccdo Comunitaria, AH- Infeccdo Hospitalar, N° Gen- - nimero de genomas analisados. N° IGs
sobrepostas — nimero de 1Gs <9,5Kb sobreposta ao nimero de 1Gs >9,5Kb

Levando em consideragdo que os tamanhos das IGs descritas em trabalhos anteriores
variam entre 10kb a 200kb (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2012;JUHAS et al.,
2009;LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010), foram selecionado para analise neste
trabalho um total de 516 1G >9,5Kb cujos tamanhos variaram entre 9,8 Kb a 130,0Kb.

Tabela 3 - Genes de: viruléncia, patogenicidade e resisténcia. identificados nos
genomas estudados, e presentes nas IGs >9,5Kb identificados pelo ISLAND

VIEWERA.
N°Gen FVG FRG 1Gs>95Kb FVIGs FRIGs
AC 18 1475 482 97 42 26
AH 63 4984 1863 419 149 238
Total 81 6459 2345 516 191 264

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

AC-Infeccdo Comunitaria, AH- Infeccdo Hospitalar, N° Gen- - nimero de genomas analisados;
FV G — nimero de genes de viruléncia identificados nos genomas completos; FR G — nimero de
genes de resisténcia identificados nos genomas completos; ; FV IGs — nimero de genes de
viruléncia identificados nas IGs >9,5Kb; FR G — nimero de genes resisténcia identificados nas IGs
>9,5Kb.

Analisando as 1Gs >9,5Kb (Tabela 3) foi possivel aferir que essas ilhas abrigavam
3,0% de todos os genes associados a viruléncia identificados nos genomas analisados,
distribuidos em 50,0% AC e 50,0% AH. No gue concerne aos genes associados a resisténcia,
foi possivel aferir que as 1Gs >9,5 Kb abrigavam 11,3% de todos GRAs, nos quais, 27,6%
destes genes estavam relacionados as infecgdes comunitarias e 72,4% relacionados as
infecgBes hospitalares. Os genes de viruléncia presentes nas IGs estdo bem distribuidos nas
linhagens hospitalares e extra hospitalares. Esses genes podem garantir vantagens adaptativas
para as bactérias (HACKER, Jorg; CARNIEL, 2001), pois garantem sua sobrevida e
capacidade de infecgdo em humanos e animais. O resultado sugere ainda, que a aquisigcéo de
GRAs pode ser responsavel por gerar maiores vantagens adaptativas dessas bactérias nos
ambientes hospitalares, onde a pressdo seletiva é determinada pelo uso de antibioticos
(COUCE; BLAZQUEZ, 2009;GILLINGS; STOKES, 2012)

3.3 Importancia da quantidade de I1Gs nos genomas de S. aureus

Foram detectadas 516 1Gs>9,5Kb, que abrangiam um total de 12,02 Mb. O tamanho
total das 1Gs encontradas por genoma, em isolados associados as infec¢cBes comunitarias
variou entre 43,7 a 188,4Kb e correspondiam a 1,6% a 6,6% da fracdo dos genomas e em
relacdo aos genomas associados as infecgdes hospitalares entre 40,0 a 403,5Kb e
correspondiam a 1,5% a 13,4% da fracdo dos genomas. Como esperado, o0 tamanho total das
IGs por genoma foi positivamente e fortemente associado a quantidade de IGs por genoma (R
= 0,84, p <0,001) (Figura 2 a). Por sua vez, a correlagdo passou a ser positiva e moderada para
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associacdo do tamanho do genoma em funcgdo do tamanho total das IGs por genoma (R =
0,73, p <0,001) (Figura 2 b), assim como, associa¢do do tamanho do genoma em funcéo do
namero de 1Gs (R = 0,61, p <0,001) (Figura 2 c). A alta variabilidade intraespecifica do
tamanho das IGs e a correlacdo aqui mostrada, ja foi evidenciado no estudo realizado por
Ferndndez-Gomez et al, ao analisar 0 padrdo e arquitetura de ilhas gendmicas em bactérias
marinhas. Vale apena ressaltar que variabilidade no nimero e no tamanho das ilhas podem ter
implicagdes para evolugéo e diversidade de S. aureus (HACKER, J.; CARNIEL, 2001), pois
aquisicdo de IGs pode determinar a disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos,
viruléncia e formacdo diferentes vias catabdlicas, que codificam caracteristicas adaptativas
que podem ser benéficas para bactérias sob certas condi¢des de crescimento ou ambientais
(JUHAS et al., 2009).

Mediante o fato dos isolados AC e AH sofrerem diferentes pressbes seletivas, foi
aplicado o Teste Mann-Whitney, para avaliar as variaveis independentes (nimero de IGs,
tamanho total das IGs por genoma e para razdo entre o tamanho das IGs e 0 tamanho do
genoma) com objetivo de verificar a existéncia de diferengas significativas entre as duas
categorias (AC e AH).

E possivel constatar que os genomas isolados AH, apresentam as maiores variacdes no
tamanho total da 1Gs, entre 40Kb a 403,5Kb (mediana 148,2Kb) enquanto os isolados AC,
43,7Kb a 188,4Kb (mediana 119,5Kb) (Figura 3 a). Maior variagdo no tamanho do genoma
em ambientes hospitalares pode ser atribuida a aquisi¢cdo de GRAs determinando desta forma
vantagens adaptativas sobre as pressdes seletiva determinada pelos antibiéticos.

Também foi constatado a variagdo do nimero de IGs por genoma (Figura 3b),
variando entre 2 a 8 1Gs por genoma (mediana 5) nos isolados AC e entre 2 a 15 (mediana 7)
nos isolados AH.

A fracdo do genoma representada por IGs (Figura 3c) variou de 1,6% e 6,6% (mediana
4,2%) entre os isolados AC analisados e entre 1,5% a 13,2% (mediana 5,1%) entre isolados
AH. Os resultados sugerem que 0s genomas, em ambos os ambientes extra hospitalares e
hospitalares, sofrem influéncia do meio, seja na aquisicdo de IGs, seja na selecdo de
vantagens adaptativas adquiridas por estas ilhas. As maiores variaches observadas nos
isolados AH, sugerem que a pressao seletiva exercida pelo antibiético determina diminuicéo
da evidéncia do custo adaptativos. A aquisicdo de uma resisténcia a um determinado
antibiotico, seja por mutacdo ou pela aquisicdo de genes exdgenos, pode ser favoravel para a
populacdo bacteriana quando permite sua sobrevivéncia na presenca de antibi6tico. Contudo
quando a pressao seletiva determinada pelo antibidtico é interrompida, normalmente a
aquisicdo de genes pode passar a ter um custo para a bactéria manter a replicacdo dos
mesmos, 0 que reduz a competividade entre bactérias resistentes e sensiveis (KEMPF;
ZEITOUNI, 2012).

As variaveis independes (o numero de 1Gs, tamanho total das IGs por genoma e fracao
do genoma representada por 1Gs apresentaram grandes variagdes nos isolados associados AH.
O Teste Mann-Whitney nao permitiu excluir da hipdtese de igualdade das mediana, P-valores
> 0,05, desta forma, ndo sendo possivel afirmar a existéncia de uma diferenca significativa
entre os grupos AC e AH. Ou seja, 0 aumento do tamanho do genoma promovido pelas IGs,
ocorre na mesma propor¢cdo em ambos 0s ambientes hospitalares e extra-hospitalares. O
resultado € preocupante, uma vez que sugere que as pressoes seletivas que equilibram o custo
adaptativo das IGs em ambientes hospitalares passam a ser semelhantes as que ocorrem em
ambientes extra hospitalares, possivelmente sendo determinada pela poluicdo ou uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos nos ambientes extra hospitalares (GILLINGS;
STOKES, 2012)



Figura 2 - Padrdes das 1Gs identificadas nos genomas de S. aureus analisados no estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

A)) Relagdo entre o nimero de 1Gs >9,5Kb do genoma bacteriano com tamanho total das 1Gs. B ) Relagdo
entre genoma bacteriano e tamanho total das IGs >9,5Kb e C ) Relagdo entre o tamanho do genoma e 0
namero de 1Gs >9,5 Kb.

Figura 3— Diferenga entre os isolados de S. aureus de acordo com a associagao das infecgoes:
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Os gréficos mostram: a mediana (linha horizontal), o quartil superior e inferior (retingulo) e os valores méaximo
e minimo pela (linha continua) A) Tamanho total das IGs por genoma B) nimero de 1Gs por genoma e C)
propor¢do do gemoma pelo tamanho das 1Gs.

3.4 Identificacdo e visualizacdo das sequencias de bacteridéfagos nas I1Gs

Para a identificagdo das sequéncias de profagos nos genomas estudados submetemos
0s 81 genomas a interface da web PHASTER. Na Tabela 4 constata-se a presenca de profagos
dentro de IGs.
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Tabela 4 — Numero de IGs identificadas pelo ISLANDVIEWER4 e de regides
relacionadas a profagos identificadas pelo PHASTER.

N° Gen N° N° Reg Idt N° Reg. PHASTER sobrepde
1Gs>9,5Kb PHASTER 1Gs>9,5Kb
AC 18 97 59 40
AH 63 419 240 153
Total 81 516 299 193

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

AC-isolado associado a infeccdo comunitéria, AH-isolado associado a infec¢do hospitalar, N° Gen- -
nimero de genomas analisados; N° IGs >9,5Kb — namero de I1Gs >9,5Kb; N° Reg Idt PHASTER —
namero de regides identificadas como profagos ; ¢ N° Reg. PHASTER sobrepde 1Gs>9,5Kb - nimero de
regides identificadas como profagos sobrepostos as IGs >9,5Kb

Foram identificadas 299 regides relacionadas as fracbes de profagos nos genomas
analisados, destas 193 regides sobrepunham as IGs >9,5Kb identificadas pelo
ISLANDVIEWER4, o que corresponde a 37,4% do total de IGs identificadas.

Tabela 5 — Quantidade de genes de viruléncia e resisténcia, identificados
nos genomas estudados e presentes nas IGs identificados pelo
ISLANDVIEWERA4 e pelo PHASTER..

N°Gen FVIGs FRIGs FVReg/IGs FRReg/IGs
AC 18 42 26 36 0
AH 63 149 238 139 21
Total 81 191 264 175 21

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

AC- associado a infeccdo comunitaria, AH- associado a infeccdo hospitalar, N° Gen- -
numero de genomas analisados; FV 1Gs — numero de genes de viruléncia identificados nas
IGs >9,5Kb; FR IGs — nimero de genes de resisténcia identificados 1Gs >9,5Kb; FV Reg/
IGs — namero de genes de viruléncia identificados nas IGs >9,5Kb sobrepostas as Regifes
identificadas pelo PHASTER e FR Reg/ IGs — nimero de genes resisténcia identificados nas
1Gs >9,5Kb sobrepostas as Regides identificadas pelo PHASTER

Como ja visto, 37,4% das IGs foram relacionadas aos profagos, estas por sua vez,
abrigavam 91,6% dos genes associados a viruléncia identificados nas IGs, bem diferente do
que é observando na transferéncia dos genes associados a resisténcia, onde somente 8,0% dos
GRAs, encontraram-se alocados nas regides identificadas pelo PHASTER. O resultado
confirma, que os GRAs raramente sdo encontrados em bacteriofagos, porém esses podem
cooptar GRAs, move-los por TGH (transducdo) e integrd-los nos cromossomos dos
hospedeiros (GILLINGS; STOKES, 2012). O resultado também corrobora, a importancia dos
bacteriofagos na TGH para os genes de viruléncia, tema ja discutidos em outro trabalho
(ILCZYSZYN; KOSECKA-STROJEK; MIE, 2018;XIA; WOLZ, 2014)

3.5 Aquisicdo de genes de resisténcia aos antibioticos por 1Gs ndo relacionadas aos
bacteriéfagos em genomas de S. aureus

A presenca dos genes de resisténcia garante vantagens adaptativas a bactéria, sob
condicdes de pressdo seletiva exercida pelos antibidticos. Foram analisados os GRAS
alocados nas IGs que ndo foram relacionadas aos bacteriofagos, o objetivo é evidenciar a
contribuicdo da TGH promovida pela conjugacao e/ou transformacéo nos isolados AC e AH.

Comparando a quantidade de genes de resisténcia identificados em 1Gs ndo associadas
aos fagos nos isolados AH e AC, foi observado que as IGs abrigam um maior nimero de
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GRAs em linhagens isoladas AH. A diferenca entre os isolados AH e AC é estatisticamente
significativa, apresentando variacdo, entre 0 e 11 (mediana 2,0) e entre 0 e 6 (mediana 0,5)
respectivamente (Figura 4). Vale a pena ressaltar que o teste também foi realizado incluindo
as outras IGs, onde apresentaram significancia (P-valor (bilateral)= 0,049). Esse resultado
mostra a importancia das IGs quanto a TGH dos GRAs. Estudos anteriores mostraram que as
IGs encontradas em S. aureus podem alterar seu potencial de resisténcia, contribuindo para a
sobrevivéncia e persisténcia dessas bactérias nos ambientes hospitalares, aonde € elevada a
pressdo seletiva exercida pelos antibioticos (LI, H. et al., 2013;MCCLURE et al., 2018).

Figura 4 - Diferenca entre os isolados AC e AH quanto ao nimero de genes de resisténcias

presentes nas IGs >9,5Kb nao relacionadas aos fagos.
O ndmero genes de resisténcia em IGs ndo relacionadas ao Fago

15

T
GRIG=9.5nTTAC GRIG=9.5n rfAH

Teste Mann- Tamanho da amostra - Tamanho da amostra —
Whitney 18 - (AC) 63 - (AH)
Mediana 0,5 2,0

P-valor (bilateral) 0,003

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
O grafico mostra a mediana (linha horizontal), o quartil superior e inferior (retangulo) e os valores méaximo e
minimo pela (linha continua).

3.6 Analise dos Genes de resisténcia presentes em S. aureus

Foi realizada a andlise dos GRAs adquiridos por TGH via IGs, assim como a
identificacdo dos GRAs encontrados no genoma das linhagens de S. aureus fora das IGs
(Apéndice Quadro 2). Também foram identificadas as classes de medicamentos, o qual 0s
genes analisados conferem resisténcia, assim como 0s mecanismos de resisténcia associados
aos respectivos genes. Objetivo é evidencia plasticidade determinada pela IGs na aquisicao de
novos mecanismos e classes de antibioticos.

Nessa analise foram identificados um total de 232 GRAs presentes em 1Gs em todos
0s genomas selecionados. Desses genes, 20 GRAs foram identificados dentro das 1Gs das
linhagens AC e 212 GRAs dentro das 1Gs associadas as linhagens AH (Tabela 6).

Como e possivel observar a resisténcia adquirida por TGH pelas 1Gs &€ bem
diversificada (Tabela 6). Em ambos os grupos (AC e AH), dentre os GRAS, 0s mais comuns
sdo aqueles que apresentam resisténcia aos antibidticos da classe MLE (macrolideos,
licosaminas e estreptogramida), aminoglicosideos, p-lactamicos, tetraciclina e estreptomicina
e dentre 0s genes menos comuns temos a resisténcia ao acido fusidico e a diaminopirimidina.



27

Tabela 6 — Genes de resisténcias encontrados nas 1Gs e 0s respectivos mecanismos de
resisténcias e a classe de medicamentos para 0s quais 0S genes causam a resisténcia.

Mecanismo de

Resisténcia Genes de Resisténcia AC AH Total Antibidtico
Alteracdo do alvo Erm 4 73 77 MLE

Fusc 2 0 2 Acido fusidico

ant (6) 1 3 4

. s ant (9) S " Aminoglicosidico

Inativacéo do antibiotico aac (6 ')-le-aph (2 ")-la 1 5 6

aph (3" 2 6 8

sat4 1 5 6 Estreptotricina

blaz 3 8 11 Penicilina
Pro_te_(;,éc_) contra alvo do Tetraciclina
antibiotico Tet (W/N/W) 2 12 14
Alteracdo no sitio do alvo DfrG e DfrC 0 20 20 Diaminopirimidina
antibidtico PBP2 1 6 7 B-lactdmicos

20 212 232

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
MLE-antibidtico Macrdlitos, Lincosamida e Estreptogramina B; B-lactdmico- Penicilina, p-lactimico —
meticilina, penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactamicos e cefamicina.

A Figura 5 mostra a proporcdo da aquisicdo de GRAs, presentes nas 1Gs, nos
diferentes isolados AC e AH. Os genes de resisténcia ao acido fusidico sé foram identificados
nas linhagens AC e genes de resisténcia as diaminopirimidina identificados apenas nas
linhagens AH, ressaltando que esses genes foram identificados em baixa frequéncia nas I1Gs.
Todos os outros genes de resisténcia identificados sdo encontrados em ambas as linhagens AC
e AH, destacando a maior frequéncia para os GRAs aos aminoglicosideos e da classe MLE.
Os perfis de genes de resisténcia encontrados nas I1Gs analisadas ndo mostram uma distin¢éo
clara das linhagens AC e AH. Esses resultados podem ser um reflexo da introducdo no
ambiente hospitalar das linhagens AC e isso parece ter influenciado a identificacéo e distingéo
das doencas comunitarias das hospitalares (NAIMI et al., 2003). No passado, os testes de
susceptibilidade a antibi6ticos eram utilizados associados a outras anélises para determinar se
a origem da infeccdo era comunitaria ou hospitalar. Atualmente, o transito migratério das
linhagens AC para dentro dos hospitais e linhagens AH para comunidade, essa discriminacao
entre infeccbes AC e AH parece ndo mais servir como um critério importante de identificacdo
(MCCARTHY et al., 2010).

O quadro 1 mostra a distribuicdo dos GRAs presentes em IGs, os quadrados azuis
significam auséncia de GRAs e os vermelhos a presenca do GRAS, a numeragdo de 1 a 7,
representam as resisténcia aos antibioticos, conforme a legenda. Foi constatado a presenca de
GRAs em IGs em 50 % das linhagens de S. aureus AC e 82,54% AH. Nas linhagens AH foi
observado uma maior diversidade de genes de resisténcia por linhagem, variando a resisténcia
entre 1 a 5 antibioticos diferentes, enquanto as linhagem AC apresentaram resisténcia entre 1
a 3 antibidticos (Quadro 1). Esses resultados mostram e reafirmam a importancia das IGs na
aquisicdo de genes de resisténcia por TGH (Figura 5 e Quadrol), principalmente em
linhagens de S. aureus multiresistentes.
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Figura 5 — Porcentagem de S. aureus que adquiriram GRAs
identificados nas, nos respectivos isolados, e as classes de
antibioticos o qual os genes conferem resisténcia

Porcentagem de S. aureus que aquiriram de
resiténcia a antibidtico por TGH

B0

AH

X s0+

e

)

(o)

8 a0t

c

©

[

-

5]

(N 20—
AC

1 2 3 B

[85]
[=z]
|

Antibidticos

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 1-Antibiético Aminoglicosidico, 2- Antibidtico B-
Lactdmicos 3- Antibidtico Diaminopirimidina, 4- Antibiéticos Lincosamida,
Macrolideo e Estreptogramina (MLE), 5-Antibi6tico Estreptomicina, 6-Acido
Fusidico, 7-Antibiotico Tetraciclina.

Nos isolados associados as infec¢fes hospitalares podemos perceber uma diversidade
de combinacdes de diferentes GRASs, 0 que permitiu concluir, que o uso do antibidtico
representa provavelmente a forga que impulsiona o processo adaptativo dos isolados AH, uma
vez, que a selecdo privilegia as bactérias que adquiriram GRAs. Observando a figura 5 e
quadro 1, foi verificado que a pressdo seletiva promovida pelos antibiéticos também ocorre
sobre isolados comunitarios promovendo a selecdo de linhagens resistentes aos antibioticos
fora dos ambientes hospitalares. No entanto é questiondvel se esta selecdo estd sendo
intensificada pela disseminacdo de antibidticos nos ambientes extra hospitalares ou se a
selecdo ocorre nos ambientes hospitalares e sdo disseminados por contaminagdo para outros
ambientes externos ao hospital (HOCQUET; MULLER; BERTRAND, 2016).

Posteriormente os 81 genomas foram submetidos a interface CARD com objetivo de
identificar a diversidade de genes resisténcia presentes fora das IGs e comparar com 0s genes
identificados dentro das IGs (Tabela 7). O programa identificou 212 GRAs associados aos
genomas isolados AC e 889 GRAs associados aos genomas isolados AH, onde
respectivamente 9,4% e 23,8% dos GRAs foram identificados dentro de 1Gs pelo
ISLANDVIEWER.

Verificando os GRASs nas linhagens de S. aureus AC e AH (tabela7), foi contatado um
conjunto de GRAs identificados fora das IGs. Os GRAs associados a resisténcia a
daptomicina, mupirocina, cloranfenicol e rifamicina, foram identificados em baixa frequéncia
em linhagens AH e ndo foram identificados em linhagens AC. Desta analise foi possivel ainda
verificar, que os genes de resisténcia a tetraciclina estavam presentes em 100% das linhagens
analisadas, seguido da meticilina em 61,11% das linhagens AC e em 88,89% das AH,
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fosfomicina 61,11% das AC e 52,38% das AH e fluoroquinolona 27,78% das AC e 74,60 das
AH. A alta frequéncia dos GRAs reflete a importancia desses genes para prevaléncia nos
ambientes

3.6.1 Analise da resisténcia ao &cido fusico presentes em S. aureus

Comparando as informaces das 1Gs identificadas pelo ISLANDVIEWER4 e os genes
de resisténcia identificados pelo CARD, foi possivel constatar a aquisicdo dos GRAs fusC por
TGH, em isolados AC (Quadro 1), um isolado na Europa, (MSSA476) e outro isolado na Asia
(FORC_026). O gene fusC também foi identificado fora das 1Gs, em um isolado AH, na
Oceania (NZAK3), assim como genes fusA mutado por substituicdo de aminoécido
Leu461—Lis em um isolado AC na Asia, (FORC_27) (Apéndice - Quadro2). Ambos o0s
genes conferem resisténcia ao &cido fusidico, por mecanismos distintos. O gene fusC codifica
uma proteina que inativa o antibiotico e o gene fuscA confere resisténcia por alteracéo do sitio
de ligacdo (EDSLEV et al., 2018;LANNERGARD; NORSTROM; HUGHES, 2009;0°NEILL
etal., 2007).

O é&cido fusidico inibe a sintese proteica bacteriana por bloqueio do fator G de
elongacdo (EF-G), impedindo assim sua ligacdo com os ribossomos e GTP (guanosina
trifosfato) e, dessa forma, interrompendo o fornecimento de energia para o processo de
sintese. O gene fusA mutado, altera o sitio de ligacdo ao EF-G, impedindo assim a ligacdo do
antibiodtico, permitindo a sintese proteica bacteriana, na presenga do antibiético (BESIER et
al., 2003) (CASTANHEIRA et al., 2010). O gene fusA mutado (Leu461—Lis) foi descrito
como altamente resistente ao &cido fusidico (BESIER et al., 2003).

O resultado mostra que a aquisicdo do GRA fusC ocorreu por TGH. O gene fusA
mutado foi identificado em uma linhagem AC desse trabalho. Contudo, o gene fusA mutado
foi anteriormente descrito somente em isolados AH (NAGAEYV et al., 2001). Nagaev et al
(2001) analisaram a estabilidade de diferentes mutacdes pontuais do gene fusA e sugeriram
que a estabilidade de algumas mutacBes clinicas, estdo relacionadas as mutacGes
compensatérias (NAGAEV et al., 2001).

3.6.2 Analise da resisténcia ao diaminopirimidina presentes em S. aureus

A aquisicdo dos genes de resisténcia DfrG e DfrC por TGH (Quadro 1), conferem
resisténcia aos antibidticos diaminopirimidina através da modificacdo da enzima diidrofolato
redutase, em isolados AH. O gene DfrC foi identificado em apenas uma das linhagens
(JKD6008), e o gene DfrG foi identificado em 19 linhagens, duas isoladas na Asia (Z172 e
V/521), uma na Europa (TW20) e 16 isoladas na América do Sul, sendo uma delas isolada no
Brasil, (HOU1444-VR) e as demais no Suriname, (USA300-SUR9, SUR10, SUR11, SUR12,
SUR13, SUR14, SUR15, SUR16, SUR17, SUR19, SUR20, SUR21, SUR22, SUR23,
SUR24)). Dos isolados do Suriname, 14 foram identificados pelo PHASTER e apresentavam
correlagdo com o Fago Bacillus G. Esse resultado sugere que o Fago Bacillus G possa ser o
responsavel pela mobilizacdo do gene DfrG entre os isolados do Suriname. Os genes DfrG até
0 momento ndo possuem sua origem esclarecida conforme descrito no trabalho (NURJADI et
al., 2014;REEVE et al., 2016)



Quadro 1 Mosaico das Classes de antibidticos identificadas nas 1Gs nos genomas de S

aureus
Continentes N° idt NCBI cepa Origem
América do Norte  |NC_017342.1 TCH60
América do Norte  |[NZ _CP014791.1 |MCRF184
América do Norte |[NZ_CP007176.1 |EUA300-ISMMS1
América do Norte [NZ_CP009361.1 |ATCC 25923
América do Norte  [NZ_CP013231.1 [UTSW MRSA 55
América do Norte |[NZ_CP019590.1 |C2406
América do Sul NZ _CP012593.1 [HOU1444-VR
América do Sul NZ_CP007657.1 [V2200
Europa NC_016912.1 VC40
Europa NC_002951.2 COL
Europa NZ_CP007690.1 [UA-S391_EUA300
Oceania NZ LT615218.1 [AUS0325
América do Sul NZ_CP014392.1 |USA300-SUR9
América do Sul NZ CP014397.1 |USA300-SUR10
América do Sul NZ CP014402.1 |USA300-SUR11
América do Sul NZ_CP014407.1 [USA300-SUR12
América do Sul NZ_CP014409.1 |USA300-SUR13
América do Sul NZ _CP014412.1 [USA300-SUR14
América do Sul NZ CP014415.1 |USA300-SUR15
América do Sul NZ_CP014420.1 |USA300-SUR16
América do Sul NZ_CP014423.1 |USA300-SUR17
América do Sul NZ CP014429.1 |USA300-SUR19
América do Sul NZ_CP014432.1 |USA300-SUR20
América do Sul NZ _CP014435.1 [USA300-SUR21
América do Sul NZ CP014438.1 |USA300-SUR22
América do Sul NZ_CP014441.1 |USA300-SUR23
América do Sul NZ CP014444.1 [USA300-SUR24
Europa NC_022222.1 6850
Oceania NZ LT009690.1 [NZAK3
América do Norte  |NZ_AP017320.1 [MI
América do Norte |NC_009487.1 JH9
América do Norte  |NC_009632.1 JH1 HA
América do Norte  |NZ CP007499.1 |2395 EUA500
América do Sul NZ _CP011147.1 [FCFHV36
América do Sul NZ_CP009681.1 [Gv69
Asia NC_002745.2 N315
Asia NZ CP011685.1 |ZJ5499
Asia NC_017347.1 T0131
Asia NZ_AP014652.1 |TMUS2126
Asia NZ AP014653.1 [TMUS2134
Europa NC_017340.1 ST225
Europa NC_002952.2 MRSA252
Europa NC_017763.1 HO 5096 0412
Europa NC_020529.1 ST228/10388
Europa NC_020564.1 ST228/10497
Europa NC_020532.1 ST228/15532
Europa NC_020533.1 ST228/16035
Europa NC_020566.1 ST228/16125
Europa NC_020536.1 ST228/18341
Europa NC_020537.1 ST228/18412
Europa NC_020568.1 ST228/18583
Europa NZ_CP010402.1 |GR2
Europa NC_017333.1 ST398
Europa NZ CP020020.1 [ATCC 6538
Asia NC_002758.2 Mu50
Asia NC_009782.1 Mu3

NZ CP013953.1 [NCCP14558

NZ_CP013955.1

NCCP14562

!
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América do Norte
América do Norte

NC_003923.1

MwW2

NC_007793.1

EUA300 FPR3757

América do Sul

NZ_CP007670.1

M121

Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

NZ_CP009828.1

Ms4

NC_016928.1

MO013

NC_022226.1

CN1

NC_022442.1

SA957

NC_022443.1

SA40

Oceania

NC_017338.1

JKD6159

Asia

NZ_CP019563.1

SR434

Europa

NC_002953.3

MSSA476

América do Norte

NC_021554.1

CA-347

Asia
Asia
Asia

NZ_CP006630.1

SA268

NZ_CP013132.1

FORC_026

NZ_CP010526.1

DAR4145

América do Norte

NC_018608.1

08BA02176

Asia

NZ CP012692.1

FORC_027

Europa

NC_017351.1

11819-97

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. quadro 1 mostra a distribuicdo dos GRAS presentes em IGs, 0s
quadrados azuis significam auséncia de GRAs e os vermelhos a presenga do GRAS, a numeragdo
de 1 & 7, representam as resisténcia aos antibidticos: 1Aminoglicosidico, 2 B-lactamicos, 3
Diaminopirimidina, 4L M E, 5Estreptomicina, 6Acido Fusidico e 7Tetraciclina

3.6.3 Analise dos genes de resisténcias aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B

(MLE) presentes em S. aureus

Entre as resisténcias mais comuns, temos a resisténcia aos antibioticos macrolideos,
lincosamidas e estreptogramina B (MLE), apesar destes antimicrobianos serem quimicamente
distintos, eles tém efeito inibitorio similar na sintese proteica bacteriana (SADERI; EMADI,
OWLIA, 2011), Os genes ermA e ermB (erythromycin ribosome methylase) sdo um dos
responsaveis pela resisténcia aos antibioticos MLE. Foram identificados em 22,2% dos
isolados AC e 43,6% dos isolados AH, os genes em sua maior parte identificados em 1Gs
(Quadro 1). Os genes codificam a enzima adenina-N6-metiltransferase, esta por sua vez,
modifica o sitio de acdo do antibi6tico, na porcdo 23s RNAr do ribossomo bacteriano
(MATSUOKA et al., 2002). A modificacdo pela metilase reduz a ligacdo dos macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas B na subunidade 50S ribossomal, resultando na resisténcia
MLE(SADERI; EMADI; OWLIA, 2011;SZCZUKA et al, 2016). Os genes foram
identificados em isolados da América, Europa, Asia e Oceania (Quadro 1).

3.6.4 Analise da resisténcia aos aminoglicosideos e estreptotricinas presentes em S. aureus

Analisando a resisténcia aos aminoglicosideos (Tabela 7) foram observados 5 genes,
sendo 4 desses genes: ant (6), ant (9), aac (6 ') - le-aph (2 ") - la, aph (3") identificados dentro
de IGs e 0 genes ant (4 *) fora da 1Gs. O resultado mostra a diversidade de genes adquiridos
por TGH relacionados a resisténcia aos aminoglicosideos. Sabe-se que a resisténcia a esses
antibioticos se da por modificacdo enzimatica (N-acetiltransferases, O-Adeniltransferases e
O-Fosfotransferases) (KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000;SHAW et al., 1993).
Dentre os genes adquiridos temos o gene, aac (6 ') - le-aph (2 ") - la, que codifica uma
enzima bifuncional, AAC (6") - APH (2"), que confere resisténcia a um amplo espectro de
aminoglicosideos, por acetilacdo e fosforilacdo do antibidtico (BEHNOOD et al., 2013).
Ainda dentro dos aminoglicosideos adquiridos, temos dois genes: ant (6) e ant (9), que
codificam enzimas nucleotidiltransferases, respectivamente (ANT (6) e ANT (9)) e o gene
aph (3 ") que codifica a fosfotransferase APH (3 ).
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Tabela 7 - Contagem dos genes de resisténcias e as respectivas classe de medicamentos resistentes identificado pelo CARD sobre 81 genomas.

AC AH
Mecanismo da Resisténcia Genes de Resisténcia GC IG GC IG Antibidticos
fus A (L461K) 1 Acido Fusidico
ErmA 7 3 73 73
ErmB 1 1 MLE
parC (S80Y, E84G) 3
parC (S80Y) 3 19
parC (S80F) 2 25 Fluoroquinolona
parE (D434N) 1
parE (P587S) 2 1
mprF (T3451) 1 ..
Alteracdo Alvo Antibidtico walK (R263C) L Depomielne
glpT (A100V) 8 2
glpT (A100V, F3I) 1 1
glpT (V2131, A100V) 3 .
murA (E291D, D278E) 1 4 Fosfomicina
murA (E291D, T396N) 8 2
murA (G257D) 2 27
ileS (V588F) 2 Mupirocina
gyrA - (S85P, S84L) 3
gyrA - (E88K, S84L) 1 Nibomicina e Fluoroquinolona
gyrA - (S84L) 5 43
tet(K)-(MFS) 4 .
tet(38) - (MFS) 18 63 Tetraciclina
Efluxo de Antibidticos gacA - (MFS) 1
ariR - (MFS) 18 64 Fluoroquinolona
arlS - (MFS) 19 64



mgrA - (MFS) 18 64 Fluoroquinolona, Tetraciclina

EEEQ Emﬁlg 12 22 Glicilciclina, Tetraciclina
Fusc 2 2 1 Acido Fusidico
ant(4")—1b 3 12
ant (6) 1 1 3 3
ant (9) -la 7 3 77 74 Aminoglicosidico
- s AAC (6") - le-APH (2' ") - la 1 1 5 5
Inativagdo Antibiotico APH (37— Illa 3 ) 6 6
Cat 1 Cloranfenicol
sat-4 3 1 6 5 Estreptomicina
blaz 4 15 8 B-lactamico
Mph 2 Macrolideo
Protecio contra 0 Alvo msrA 2 Estreptogramina, Macrolideo
tet (W/N/W) 2 2 12 12 Tetraciclina
dfrG 2 19 19 Diaminopirimidina
x e dfrC 1 1
Alteracao d_o _S/ItI_O do Alvo mecA - (PBP2) 16 56 3
Antibidtico -
mecl - (PBP2) 3 18 Meticilina
mecR1 - (PBP2) 11 1 55 3
Ateracdo do Alvo Antibiotico rpoer-(zE 4 ég; 8;':; IN) i Rifamicina e Peptideo

212 20 889 212

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. GC- Genomas completos das Linhagens , IG Ilhas Genomicas.
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Estudos anteriores mostraram que os genes aph (3 ') e ant (6) flanqueiam o gene sat4
que codifica a acetiltranferase de estreptotricina, que determina a resisténcia ao antibidtico
estreptotricina, estes genes sdo carreados por transposons (DERBISE; AUBERT; SOLH, EL,
1997) e podem estar ligados ao genes EmrB, conforme verificado nesse trabalho (WERNER,;
HILDEBRANDT; WITTE, 2003). Os genes foram identificados em 1Gs e fora destas, dentre
0s genomas estudados, 3 genomas associados a infeccbes comunitérias (Europa — 11819-97,
Asia — SA268 e FORC_26) e 6 associados a infecBes hospitalares (América do Sul —
Bmb9393 e Gv69, Asia — Z172 e V521 e Europa - TW20 e GR2). O agrupamento génico aph
(3 ), sat4 e ant (6) também foi identificado em outro trabalho, que analisou 72 isolados de
Enterococcus faecium de diferentes origens (isolado em fezes de animais e humanos, carne
animal e esgoto). O estudo chama a atencdo para uma espécie que abriga genes de resisténcia
cuja infecgdes ndo eram tratadas com estreptomicina tanto em animais como em humanos
(WERNER; HILDEBRANDT; WITTE, (2001)). Dessa forma, reforcando a importancia da
TGH para as linhagens de S. aureus, na corrida “armamentista” contra a introducéo de novos
antibioticos.

3.6.5 Anadlise da resisténcia aos p-lactamicos presentes em S. aureus

Observando ainda a tabela 7, podemos ainda aferir os genes, que conferiam resisténcia
aos B-lactamicos. temos o gene blaZ, que codifica a enzima fB-lactamase, que hidrolisa o anel
de B-lactdmico e inativa o antibiético (PEACOCK; PATERSON, 2015) e 0s genes mecA,
mecl e mecR1, que sdo responsaveis por alteracdo do sitio de ligacao das proteinas de ligacao
a penicilina (PBP) ou transpeptidase, proteina responsavel pela fase final da sintese da parede
celular bacteriana (transpeptidacdo) (PEACOCK; PATERSON, 2015). Pelo menos um ou
mais genes relacionados a resisténcia dos B-lactimicos (Penicilina e meticilinas) foram
identificados em 92,10 % dos 63 isolados AH e 88,90 % dos 18 isolados AC. O gene blaZ foi
identificado dentro de IGs em maior propor¢do em ambos isolados, bem diferente do
complexo SCC mec, composto pelos genes mecA (transcricdo do PBP2" ou PBP2a), mecl
(repressor transcricional) e mecR1(codifica proteina transmembrana sinalizadora -
lactdmicos), localizados em sua maior parte fora das 1Gs. No entanto vale ressaltar que o
surgimento de linhagens estafilococicas resistentes a meticilina esta relacionado com a
aquisicdo e insercdo do elemento SCC mec no cromossomo de cepas suscetiveis (ITO et al.,
2009). A presenga do SCCmec dentro de IGs € de alta relevancia para compreensdo da alta
frequéncia da linhagem MRSA em ambientes hospitalares e extra hospitalares, provavelmente
relacionado ao baixo custo metabdlico e adaptativo (LEE et al., 2007).

3.6.6 Analise dos genes de resisténcia a tetraciclina presentes em S. aureus

A tetraciclina inibe a sintese proteica, impedindo a ligagdo do aminoacil-tRNA ao
ribossomo bacteriano (FOLLOWING; THERAPY, 2001), os genes Tet (W/N/W) (tabela 7)
codificam uma proteina de protecdo ribossdmica que impede a tetraciclina de se ligar a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, comprometendo a sintese proteica (OLIVIER et al.,
2016)(NOMENCLATURE, 2005). Os genes foram identificados em 11,11% das linhagens
AC (América do Norte-08BA02176 e Asia-FORC_027) e em 19,04% das linhagens AH
(América do Norte-2395EUA500, América do Sul -Bmb9393, Asia — Mu50/ Mu3/ T0131/
Z172/ NCCP14558/ NCCP14562/ V521, Europa — TW20/ST398 e Oceania-JKD6008). E
importante ressaltar que os genes Tet(W) e Tet(N) j& foram identificados em bactérias
intestinais humana (FLOREZ et al., 2006), associados a transposons (OLIVIER et al., 2016),
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0 que corrobora para hipdtese de que a microbiota intestinal ndo patogénica de humanos e
animais possa atuar como um reservatorio de GRAs e estes podem ser transferidos para
patdgenos (OLIVIER et al., 2016).

Por fim, foi analisado os genes adquiridos por TGH que determinaram a expresséo, de
um novo mecanismo de resisténcia ao antibidtico tetraciclina Os genes Tet (W/N/W) sdo
responsaveis por agregar um novo mecanismo resisténcia, cuja resisténcia anteriormente eram
determinadas por duas classes de bombas de efluxo (BE) (figura 6), classificadas na
Superfamilia Facilitadora Maioritaria (MFS) e na Familia de Multiplas Drogas e Extrusédo de
Compostos Toxicos (MATE), respectivamente expressas pelos genes cromossdmicos Tet(38)
e MepA. As proteinas pertencentes a familia MATE e MFS séo semelhantes, ambas séo
antiporte, transportadores secundarios, a diferenca esta na forca motriz (FM) utilizada para o
transporte da droga para fora da bactéria, em quanto a proteina pertencente a MATE utiliza
como FM o gradiente de sddio (Na+) transmembrana (efluxo da droga associado com o
influxo de Na+), as proteinas pertencente MFS associam-se com influxo de H+(LEKSHMI et
al., 2018;NIKAIDO; LI, 2009) (Figura 10).

Neste trabalho foi identificado em 100% dos isolados estudados, a presenca do gene
cromossémico Tet(38), cuja expressdo é regulada pelo gene mgrA (DING et al., 2008). Este
regulador é descrito em outros trabalhos como um regulador global em S. aureus que controla
a expressao de diferentes genes, associados a fatores de viruléncia e transportadores de efluxo
de resisténcia a multiplos farmacos (GUPTA et al., 2013; TRUONG-BOLDUC; HOOPER,
2010), associados na aut6lise (LUONG; LEE, 2006) e na formacao de biofilme (JIN et al.,
2019;TROTONDA et al., 2008). No entanto, a expressdo do gene mgrA dependente da
expressdo dos genes arlS e arlR (DING et al., 2008), estes inicialmente descritos associados a
regulacao de fatores de viruléncia (FOURNIER; KLIER; RAPOPORT, 2001).

Outra BE envolvida na resisténcia da tetraciclina, € expressa pelo gene MepA, cuja
expressao envolve o repressor MepR (HUET et al., 2008;KAATZ; DEMARCO; SEOQ, 2006) .

Os resultados mostram ndo somente a importancia da TGH na diversificacdo dos
mecanismos de resisténcia ao antibidtico tetraciclina como também na multiplicidade de
bombas de efluxo em S. aureus, cuja a complexidade de regulacdo das mesmas, define a sua
importancia para a fisiologia e adaptagéo do S. aureus.

4. CONCLUSAO

As IGs sdo fatores importantes para disseminacdo de genes de resisténcia pelo S.
aureus. Foi notavel a presenca de um maior nimero e diversidade de genes de resisténcia nas
linhagens AH, embora esses genes também sejam disseminados nas linhagens AC. Néo foi
notado nenhum padrdo de resisténcia especifico nas IGs comparando os isolados AH e AC, o
gue mostra a alta disseminacéo da resisténcia entre as bactérias de diferentes ambientes, fora o
hospitalar. Além disso a aquisi¢do dessas ilhas, embora possam aumentar o custo adaptativo
da bactéria em situacOes de ndo exposic¢ao aos antibioticos, podem favorecé-las em condicoes
de pressao seletiva intensa tanto por antibidticos quanto pela exposicdo a outras substancias.
A TGH observada em S. aureus pela aquisi¢do das IGs mostra o dinamismo do patdgeno na
variacdo do seu fendtipo, e consequentemente da sua adaptagdo aos diferentes ambientes e
circunstancias. Os fagos mostraram ser pecas importantes nas 1Gs para aquisi¢do de genes de
viruléncia, embora possam também, em menor frequéncia, carrearem e transferirem genes de
resisténcia. O tamanho e o numero de 1Gs também influenciam o tamanho do genoma de S.
aureus. Dessa forma, fica evidente o papel dessas ilhas na adaptagcéo e evolucdo desses
patogenos e do sucesso de sobrevivéncia dos mesmos frente aos tratamentos com antibioticos
hoje existentes. Esses resultados mostram a importancia das 1Gs na multirresisténcia do S.
aureus e alerta ao problema da resisténcia para saude publica atual. O presente estudo de
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caracterizacdo de 1Gs é importante para uma melhor compreensao da disseminacéo dos genes
de resisténcia entre os diversos isolados e para o desenvolvimento de medidas futuras que
ajudem a conter o problema da resisténcia.

Figura 6 - O mapa conceitual que exemplifica a codificacdo de genes identificados que
determinam as bombas de efluxo em S. aureus pertencentes as familias MFS e MATE, cuja
proteinas de efluxo dependem do gradiente eletroquimico criado pelos ions para transporte
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APENDICE A
Ord [N° idt NCBI cepa Origem|Continente Tam G Cp Kb [Total Gen G cp |Total FV Gen cp [PAG Gen cp [Total R Gen cp
43|NZ _CP009828.1 [MS4 CA |Asia 2709.8 2605 85 23
40|NC_003923.1 MW2 CA  |América do Norte 2820.4 2767 95 25
69|NC_002953.3 MSSA476 CA  |Europa 2799.8 2742 91 23
46|NC_007793.1 EUA300 FPR3757 |[CA  |América do Norte 2872.8 2869 84 26
44INC _017338.1 JKD6159 CA Oceania 2811.4 2750 84 26
42|NC 017351.1 11819-97 CA Europa 2846.5 2818 87 31
49|NC_016928.1 M013 CA |Asia 2788.6 2711 84 22
45|NC_018608.1 08BA02176 CA  |América do Norte 2782.3 2694 72 28
41|NC_021554.1 CA-347 CA  |América do Norte 2850.4 2811 83 34
48|NC_022226.1 CN1 CA |Asia 2751.3 2699 80 27
50{NC _022442.1 SA957 CA |Asia 2789.5 2713 85 25
51|NC_022443.1 SA40 CA |Asia 2728.3 2623 82 24
54|NZ_CP006630.1 [SA268 CA |Asia 2833.8 2778 84 28
52|NZ_CP007670.1 |M121 CA  |América do Sul 2896.1 2663 79 25
53|NZ CP012692.1 |FORC_027 CA Asia 2903.4 2998 78 33
71|NZ CP013132.1 |[FORC 026 CA |Asia 2719.3 2731 83 25
47\NZ_CP010526.1 |DAR4145 CA Asia 2860.5 2599 69 35
70[NZ_CP019563.1 [SR434 CA |Asia 2809.1 2854 70 22
Total 18 49425 1475
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Ord |N° idt NCBI cepa Origem|Continente Total n° 1G>9.5Kb |Soma Tam 1G>9.5Kb |G V IG>9.5Kb [PAG IG |G R1G>9.5Kb
43|NZ CP009828.1 |MS4 CA |Asia 6 140.8 2 0
40[NC_003923.1 MW?2 CA  |América do Norte 6 132.5 3 0
69|NC_002953.3 MSSA476 CA Europa 5 109.4 2 0
46|NC_007793.1 EUA300_FPR3757 |CA América do Norte 8 188.4 5 1
44INC 017338.1 JKD6159 CA Oceania 2 85.3 3 0
42|NC _017351.1 11819-97 CA Europa 5) 120.5 0 3
49|NC_016928.1 MO013 CA |Asia 5 89.8 2 0
45|NC _018608.1 08BA02176 CA América do Norte 8 179.4 1 6
41|NC_021554.1 CA-347 CA  |América do Norte 7 148.0 3 4
48|NC_022226.1 CN1 CA Asia 4 107.9 3 2
50[NC_022442.1 SA957 CA Asia 5 88.7 4 0
51|NC_022443.1 SA40 CA |Asi 6 106.7 3 0
54|NZ_CP006630.1 |SA268 CA Asia 5 108.4 2 3
52|NZ_CP007670.1 |M121 CA América do Sul 5 155.1 2 0
53|NZ_CP012692.1 |FORC_027 CA |Asi 8 179.4 5 3
71|NZ CP013132.1 |FORC 026 CA Asia 3 43.7 0 0
47|NZ_CP010526.1 |DARA4145 CA Asia 4 118.5 0 3
70[NZ_CP019563.1 |SR434 CA Asia 6 124.3 2 1

Total 18 98 42




Ord [N° idt NCBI cepa Origem [Continente Tam G Cp Kb |Total Gen G cp |Total FV Gen cp |PAG Gen cp | Total R Gen cp
1|NC_017340.1 ST225 HA  |Europa 2821.5 2777 83 34
2[NC_002745.2 N315 HA  |Asia 2814.8 2755 82 35
3|NC_002758.2 Mu50 HA  |Asia 2878.4 2851 82 35
4|NC_009782.1 Mu3 HA  |Asia 2880.0 2852 82 34
7|NC_016912.1 \VVC40 HA  |Europa 2692.6 2647 77 24
8[NC_022222.1 6850 HA  |Europa 2736.4 2661 79 24
9[NC 017331.1 TW20 HA  |Europa 3043.2 3054 82 39

10|NC_021670.1 Bmb9393 HA  |América do Sul 2980.5 2988 80 37
11|NZ_CP011147.1 |FCFHV36 HA  |América do Sul 2848.9 2581 79 31
12[NZ _CP012593.1 [HOU1444-VR HA  |América do Sul 2798.4 2766 82 24
13|[NC_017342.1 TCH60 HA  |América do Norte 2802.0 2718 82 23
14[NZ_CP014791.1 |[MCRF184 HA  |América do Norte 2664.6 2571 78 23
15[NZ_AP017320.1 [MI HA  |América do Norte 2860.3 2840 79 33
16[NZ CP011685.1 |ZJ5499 HA  |Asia 2848.0 2813 78 33
17|NC_002952.2 MRSA252 HA  |Europa 2902.6 2850 76 34
28|NC_002951.2 COL HA  |Europa 2809.4 2788 78 25
37|NC_009487.1 JH9 HA  |América do Norte 2906.7 2895 82 33
38|NC_009632.1 JH1 HA  |América do Norte 2906.5 2894 71 42
18|NC_017341.1 JKD6008 HA  |Oceania 2924.3 2921 81 40
19[NC_017347.1 T0131 HA  |Asia 2913.9 2902 82 33
20[NC 017763.1 HO 5096 0412 HA  |Europa 2832.2 2785 63 29
21|NC_020529.1 ST228/10388 HA  |Europa 2759.5 2703 80 34
22|NC_020564.1 ST228/10497 HA  |Europa 2759.5 2703 80 34
23|NC_020532.1 ST228/15532 HA  |Europa 2759.9 2703 80 34
39|NC_022604.1 Z172 HA |Asia 2988.0 3014 83 38
24[NZ_CP007176.1 |EUA300-ISMMS1 |[HA  |América do Norte 2921.1 2923 83 26
25[NZ_CP007690.1 |UA-S391 EUA300 |[HA  [Europa 2872.9 2866 84 25
26[NZ_CP007499.1 |2395 EUA500 HA  |América do Norte 2955.6 2983 79 30
40|NZ_CP009361.1 |ATCC 25923 HA  |América do Norte 2778.9 2709 76 23
27|NZ_CP009681.1 |Gv69 HA  |América do Sul 3046.2 3094 78 36
29|NC_020533.1 ST228/16035 HA  |Europa 2759.8 2703 80 34
30|NC_020566.1 ST228/16125 HA  |Europa 2759.5 2703 80 34
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Ord [N° idt NCBI cepa Origem [Continente Total n° IG>9.5Kb [Soma Tam IG>9.5Kb |G V IG>9.5Kb |PAG IG |G R1G>9.5Kb
1{NC _017340.1 ST225 HA Europa 5 130.3 3 3
2|NC_002745.2 N315 HA Asia 7 118.9 3 11
3|NC _002758.2 Mu50 HA  |Asia 8 177.2 0 6
4|NC _009782.1 Mu3 HA  |Asia 8 180.4 0 6
7INC_016912.1 VC40 HA Europa 4 74.1 0 1
8[NC_022222.1 6850 HA  |Europa 6 109.2 2 2
9INC _017331.1 TW20 HA Europa 4 297.1 2 7

10|NC_021670.1 Bmb9393 HA  |América do Sul 13 351.5 3 9
11|NZ CP011147.1 |FCFHV36 HA América do Sul 5 113.1 0 4
12|[NZ _CP012593.1 [HOU1444-VR HA América do Sul 3 105.6 3 1
13|NC 017342.1 TCH60 HA América do Norte 5 97.0 3 0
14|NZ CP014791.1 [MCRF184 HA América do Norte 2 40.0 3 0
15|NZ_AP017320.1 (Ml HA América do Norte 5 115.9 0 4
16|NZ CP011685.1 [ZJ5499 HA Asia 4 79.8 0 4
17|NC_002952.2 MRSA252 HA Europa 9 206.9 0 4
28|NC_002951.2 COL HA  |Europa 4 89.7 2 1
37[NC 009487.1 JH9 HA América do Norte 6 128.9 0 4
38|NC_009632.1 JH1 HA  |América do Norte 6 128.9 0 4
18|NC 017341.1 JKD6008 HA Oceania 11 186.0 2 7
19|NC 017347.1 T0131 HA Asia 11 203.6 2 4
20[NC 017763.1 HO 5096 0412 HA Europa 7 182.3 2 2
21|NC_020529.1 ST228/10388 HA  [Europa 5 96.0 0 8
22[NC_020564.1 ST228/10497 HA Europa 5 96.0 0 8
23|NC_020532.1 ST228/15532 HA  [Europa 5 96.0 0 8
39|NC_022604.1 Z172 HA  |Asia 9 244.5 2 7
24|NZ_CP007176.1 |EUA300-ISMMS1 |HA América do Norte 7 165.0 2 1
25|NZ_CP007690.1 |UA-S391 EUA300 |HA Europa 7 165.5 5 1
26|NZ CP007499.1 |2395 EUA500 HA América do Norte 12 276.4 2 5
40|{NZ CP009361.1 |ATCC 25923 HA América do Norte 4 66.0 1 0
27(NZ _CP009681.1 |Gv69 HA América do Sul 15 403.5 3 10
29[NC_020533.1 ST228/16035 HA Europa 5 96.0 0 8
30|NC_020566.1 ST228/16125 HA  |Europa 5 96.0 0 8




Ord |N° idt NCBI cepa Origem |Continente Tam G Cp Kb |Total Gen G cp [Total FV Gen cp [PAG Gen cp [Total R Gen cp
31{NC 020536.1 ST228/18341 HA  |Europa 2759.5 2703 80 34
32[NC 020537.1 ST228/18412 HA  |Europa 2759.3 2704 80 34
33[NC _020568.1 ST228/18583 HA  |Europa 2759.3 2704 80 34
34[NZ_CP007657.1 |V2200 HA  |América do Sul 2831.0 2782 83 25
41|NZ_CP010402.1 |GR2 HA  |Europa 2792.8 2706 81 28
35[NZ_AP014652.1 |TMUS2126 HA Asia 2770.2 2711 76 27
36[NZ AP014653.1 |TMUS2134 HA Asia 2770.2 2710 77 28
42[NZ CP013953.1 |NCCP14558 HA Asia 2955.1 2936 73 34
43[NZ CP013955.1 |NCCP14562 HA Asia 2910.9 2863 77 33
44Nz _CP013957.1 |V521 HA Asia 3085.6 3114 80 39
67[NC_017333.1 ST398 HA  |Europa 2872.6 2822 73 29
45[NZ CP013231.1 |UTSW MRSA55 [|HA América do Norte 2898.3 2884 83 26
48[NZ_CP014392.1 |USA300-SUR9 HA  |América do Sul 2918.0 3010 80 25
46[NZ_CP014397.1 |USA300-SUR10 |HA |América do Sul 2918.0 3010 80 25
47Nz _CP014402.1 |USA300-SUR11 HA América do Sul 2918.0 3010 81 25
49[NZ CP014407.1 |USA300-SUR12 HA América do Sul 2876.3 2945 80 26
50[NZ_CP014409.1 |[USA300-SUR13 HA América do Sul 2919.7 3011 80 25
51Nz CP014412.1 |USA300-SUR14 HA América do Sul 2919.8 3014 81 26
52|NZ CP014415.1 |USA300-SUR15 HA América do Sul 2919.9 2731 80 26
53[NZ_CP014420.1 |USA300-SUR16 HA América do Sul 2919.8 3014 81 26
54[NZ CP014423.1 |USA300-SUR17 HA América do Sul 2919.8 3015 81 26
56[NZ CP014429.1 |USA300-SUR19 HA América do Sul 2919.8 3014 81 26
57|NZ CP014432.1 |USA300-SUR20 HA América do Sul 29154 3007 80 26
58|NZ CP014435.1 |USA300-SUR21 HA América do Sul 2919.7 3010 80 25
59|NZ CP014438.1 |USA300-SUR22 HA América do Sul 29154 3007 79 26
60|NZ CP_014441.1 |USA300-SUR23 |HA  |América do Sul 29154 3007 79 26
61|NZ CP014444.1 |USA300-SUR24 HA América do Sul 2919.9 3014 80 26
62|NZ_CP020020.1 |ATCC 6538 HA  |Europa 2773.0 2794 67 18
55[NZ CP019590.1 |C2406 HA  |América do Norte 2878.9 2942 80 24
64|NZ LT009690.1 |NZAK3 HA  |Oceania 2831.7 2802 80 27
65[NZ LT615218.1 [AUS0325 HA Oceania 2771.6 2731 70 25

Total 63 179740 4984 13 1863
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Ord |N° idt NCBI cepa Origem|Continente Total n° 1IG>9.5Kb [Soma Tam IG>9.5Kb |G V IG>9.5Kb [PAG IG |G R 1G>9.5Kb
31{NC_020536.1 ST228/18341 HA  |Europa 5 96.0 0 8
32[NC_020537.1 ST228/18412 HA  |Europa 5 96.0 0 8
33[NC_020568.1 ST228/18583 HA  |Europa 5 96.0 0 8
34[NZ_CP007657.1 |V2200 HA  |América do Sul 4 98.6 2 1
41|NZ_CP010402.1 |GR2 HA  |Europa 3 105.2 0 3
35|NZ_AP014652.1 |TMUS2126 HA Asia 9 199.7 4 2
36[NZ _AP014653.1 |TMUS2134 HA Asia 9 199.7 4 2
42[NZ CP013953.1 |NCCP14558 HA Asia 12 262.3 2 7
43[NZ CP013955.1 |NCCP14562 HA Asia 11 260.4 4 4
44Nz _CP013957.1 |V521 HA Asia 11 191.2 1 9
67|NC_017333.1 ST398 HA  |Europa 7 212.4 0 3
45[NZ CP013231.1 |UTSW MRSA55 |HA América do Norte 5 147.3 5 1
48|NZ _CP014392.1 |USA300-SUR9 HA  |América do Sul 7 147.2 4 2
46[NZ_CP014397.1 |USA300-SUR10 |HA |América do Sul 7 147.2 2 2
47Nz CP014402.1 |USA300-SUR11 HA América do Sul 7 172.5 4 2
49[NZ CP014407.1 |USA300-SUR12 HA América do Sul 5 135.2 6 2
50[NZ_CP014409.1 |USA300-SUR13 [|HA América do Sul 7 148.9 4 2
51({NZ CP014412.1 |USA300-SUR14 |HA América do Sul 7 148.2 4 2
52|[NZ CP014415.1 |USA300-SUR15 |HA América do Sul 7 165.8 6 2
53[NZ CP014420.1 |USA300-SUR16 |HA América do Sul 6 191.2 4 2
54|NZ_CP014423.1 [USA300-SUR17 HA América do Sul 7 148.9 4 2
56[NZ CP014429.1 |USA300-SUR19 |HA América do Sul 7 163.0 4 2
57[NZ CP014432.1 |USA300-SUR20 |HA América do Sul 7 166.4 7 2
58|NZ CP014435.1 |USA300-SUR21 HA América do Sul 7 148.9 4 2
59[NZ CP014438.1 |USA300-SUR22 HA América do Sul 7 166.4 5 2
60|NZ CP_014441.1 [USA300-SUR23 |HA América do Sul 7 166.4 7 2
61|NZ CP014444.1 [USA300-SUR24 |HA América do Sul 7 165.8 6 2
62|NZ_CP020020.1 |ATCC 6538 HA  |Europa 6 146.2 2 1
55|NZ_CP019590.1 |C2406 HA América do Norte 5 185.6 5 1
64|NZ LT009690.1 [NZAK3 HA Oceania 4 87.1 3 2
65|NZ L. T615218.1 [AUS0325 HA  |Oceania 3 108.4 1 0

Total

63

418

149
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Quadro 2- Mosaico das Classes de antibioticos conferidas por genes mutados presentes nos

genomas de S aureus

Fus | Fluoroquinolona | Dapto | Fosfomicina IMupl Rif |
Continente N° idt NCBI cepa Origem | 1 3| 4|56 7] 8] 9f1w]|11|12]13]14[15])16|17] 18] 1920
América do Norte  |[NC_017342.1 TCH60 14
América do Norte  |NZ_CP014791.1 |MCRF184 12
América do Norte  [NZ_AP017320.1 |MI 4 9
América do Norte  |[NC_009487.1 JH9 9
América do Norte  |[NC_009632.1 JH1 9
América do Norte  |[NZ_CP007176.1 |EUA300-ISMMS1 3 9
América do Norte  |[NZ_CP007499.1 2395 EUA500 4 9
América do Norte  [NZ CP009361.1 |ATCC 25923 14
América do Norte  |[NZ CP013231.1 |UTSW MRSA 55 3
América do Norte  |[NZ CP019590.1 |C2406 B 9
América do Sul NC_021670.1 Bmh9393 3 9
América do Sul NZ_CP011147.1 |FCFHV36 8
América do Sul NZ_CP009681.1 |Gv69 4 9
América do Sul NZ_CP007657.1 |V2200
América do Sul NZ_CP014392.1 |JUSA300-SUR9 3 9
América do Sul NZ_CP014397.1 |USA300-SUR10 3 9
América do Sul NZ_CP014402.1 JUSA300-SUR11 3 9
América do Sul NZ_CP014407.1 |USA300-SUR12 3 9
América do Sul NZ_CP014409.1 |USA300-SUR13 3 9
América do Sul NZ_CP014412.1 |USA300-SUR14 3 9
América do Sul NZ CP014415.1 |JUSA300-SUR15 3 9
América do Sul NZ CP014420.1 |USA300-SUR16 3 9
América do Sul NZ CP014423.1 |USA300-SUR17 3 9
América do Sul NZ CP014429.1 |USA300-SUR19 3 9
América do Sul NZ CP014432.1 |USA300-SUR20 3 9
América do Sul NZ CP014435.1 |USA300-SUR21 3 9
Américado Sul___|NZ CP014438.1 _|USA300-SUR22 HA 3 9
América do Sul NZ CP014441.1 |USA300-SUR23 3 9
América do Sul NZ_CP014444.1 |USA300-SUR24 3 9
Asia NC_002758.2 Mu50 4 9
Asia NC_009782.1 Mu3 4 9
Asia NZ_CP011685.1 |ZJ5499 3 9
Asia NC_017347.1 T0131 4 9
Asia NC_022604.1 Z172 4|5 7 10 | 11
Asia NZ_CP013953.1 |NCCP14558 4
Asia NZ_CP013955.1 [NCCP14562 4 7
Asia NZ_CP013957.1 |V521 4
Europa NC 017340.1 ST225 4 6 9
Europa NC_022222.1 6850 12
Europa NC 017331.1 TW20 4 9
Europa NC_002952.2 MRSA252 4 9 14
Europa NC_017763.1 HO 5096 0412 4 9
Europa NC_020529.1 ST228/10388 4 9
Europa NC_020564.1 ST228/10497 4 9
Europa NC_020532.1 ST228/15532 4 9
Europa NZ _CP007690.1 JUA-S391 EUA300
Europa NC_020533.1 ST228/16035 4 9
Europa NC_020566.1 ST228/16125 4 9
Europa NC_020536.1 ST228/18341 4 9
Europa NC_020537.1 ST228/18412 4 9
Europa NC_020568.1 ST228/18583 4 9
Europa NC_017333.1 ST398 4 9 13
Oceania NC_017341.1 JKD6008 4 9
América do Norte  [NC _007793.1 EUA300_FPR3757 3 9
América do Norte  |NC_018608.1 08BA02176 13
América do Norte  |[NC_021554.1 CA-347 4 6 9 12
América do Sul NZ_CP007670.1 |M121
Asia NZ_CP009828.1 |MS4 12
Asia NC_016928.1 MO013 12
Asia NC_022226.1 CN1 CA 4 6 9 12
Asia NC_022442.1 SA957 12
Asia NC_022443.1 SA40 12
Asia NZ_CP006630.1 |SA268 12
Asia NZ_CP012692.1 |FORC_027 1 4 9
Asia NZ_CP010526.1 |DAR4145 3 9
Oceania NC_017338.1 JKD6159 12

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. O quadro 2 mostra a distribuicdo dos GRAs mutados identificados fora das
IGs, os quadrados azuis significam auséncia de GRASs e os vermelhos a presenga do GRAS, a numeragao de 1 a
20, representam GRAs mutavel e a resisténcia de antibiético por este conferida, conforme a legenda Acido
Fusidico — 1.fus A ( L461K). Fluoroquinolona — 2.parC (S80Y, E84G); 3.parC (S80Y); 4.parC (S80F ); 5.parkE
(D434N); 6.parE(P587S); 7. gyrA - (S85P, S84L) e 8. gyrA - (E88K, S84L).Daptomicina — 10.mprF (T345l);
11.walK (R263C).Fosfomicina — 12.GIpT (A100V); 13.GIpT (A100V, F3I); 14.GIpT (V213I, A100V); 15.murA
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(E291D, D278E); 16.murA (E291D, T396N);17.murA (G257D).Mupiromicina 18.ileS (V588F); Rifamicina
19.rpoB- (H481N); 20. rpoB-(L466S, H481N)
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