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RESUMO

Corynebacterium striatum é um bacilo Gram-positivo constituinte da microbiota de pele e
mucosas, que tem emergido como patdgeno multirresistente em surtos nosocomiais em
diversos paises. Em 2009, um surto nosocomial por estirpes multirresistentes de C. striatum
isoladas principalmente de aspirado traqueal foi relatado no Hospital Universitario Pedro
Ernesto, Rio de Janeiro, Brasil. Subsequentemente, um aumento no ndmero de casos de
infecces da corrente sanguinea e relacionadas ao cateter por estirpes multirresistentes de C.
striatum foi observado. A investigacdo do relacionamento destas estirpes utilizando PFGE
revelou a permanéncia do pulsotipo I multirresistente no ambiente hospitalar como clone
invasivo. Neste estudo, dez estirpes de C. striatum foram selecionadas para 0 sequenciamento
completo dos genomas visando a caracterizacdo genética da resisténcia e a analise da
diversidade. As abordagens de taxonomia genémica aplicadas as estirpes corroboraram a
espécie C. striatum. As analises de genes constitutivos baseadas em trés esquemas de MLST
descritos para corinebactérias mostraram ser mais discriminatorios para as estirpes de C.
striatum, quando comparadas com a tipagem utilizando PFGE, uma vez que as estirpes do
pulsotipo | puderam ser diferenciadas. Além disso, este estudo verificou que a anélise
utilizando os genes do esquema de MLST para C. diphtheriae, foi mais discriminatério entre
0s trés esquemas de MLST para corinebactérias utilizados. As analises genébmicas mostraram
que a deteccdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos nas estirpes de C. striatum foi
consistente com padrdes de multirresisténcia observados nas diversas espécies de
corinebactérias. Dados inéditos foram observados neste estudo como as relages das mutacdes
nos genes constitutivos folA e rpoB e a resisténcia aos antimicrobianos sulfametoxazol-
trimetoprim e rifampicina, além da relacdo direta do gene bla com o regulador negativo da
expressao das beta-lactamases (BLR). Estirpes que carream o gene bla e carecem do BLR
apresentaram as maiores concentracdes inibitorias minimas para os beta-lactamicos. A
caracterizagdo do contexto genémico dos genes de resisténcia e dos elementos genéticos
moveis mostrou grande variabilidade entre as estirpes multirresistentes, de modo que foram
observados contextos distintos, mesmo entre as estirpes do mesmo pulsotipo e paciente. As
estirpes multirresistentes ndo compartilharam ilha gendmica de resisténcia e a maioria dos
genes de resisténcia ndo estd localizada nestas estruturas genéticas. Genes envolvidos na
replicacéo de plasmideos ndo foram detectados, apesar de boa parte do contetdo genético de
resisténcia do plasmideo pTP10 de C. striatum M82B ter sido encontrada nos genomas.

Regides completas de profagos foram detectadas em apenas uma estirpe, a Unica que nao foi



detectado o sistema CRISPR-Cas, envolvido na defesa bacteriana contra DNA exd6geno. As
demais estirpes com regides incompletas de profagos apresentaram o sistema CRISPR-Cas do
tipo I-E e trés estirpes também apresentaram um sistema do tipo | e subtipo desconhecido,
corroborando a hipdtese de que a presenca de varios elementos genéticos nas células
bacterianas pode levar a um gasto energético excessivo. O elevado nimero de cépias de
sequéncias de insercdo e a presenca de diferentes elementos genéticos moveis demonstra a
plasticidade dos genomas de C. striatum multirresistentes isolados de infec¢bes nosocomiais

invasivas, que impacta na propagacéo da resisténcia e no controle dessas infeccdes.

Palavras-chave: C. Striatum. Multirresisténcia. Mobiloma. CRISPR-Cas. llhas Gendmicas.
MLST.



ABSTRACT

Corynebacterium striatum is a Gram-positive rod constituent of the skin and mucosal
microbiota, which has emerged as a multidrug-resistant (MDR) pathogen in nosocomial
outbreaks in several countries. In 2009, a nosocomial outbreak by MDR C. striatum isolated
mainly from tracheal aspirate was reported at University Hospital Pedro Ernesto, Rio de
Janeiro, Brazil. Subsequently, an increase in the number of cases of bloodstream and catheter-
related infections by MDR C. striatum was observed. The investigation of the relationship of
these isolates by PFGE revealed the permanence of the MDR PFGE | profile in the hospital
environment as invasive clones. In this study, 10 isolates of C. striatum were selected for the
whole genome sequencing to the genetic characterization of resistance and diversity analysis.
The genomic taxonomy approaches applied to the isolates corroborated the C. striatum
species. The analyzes of housekeeping genes based on three MLST schemes described for
corynebacteria shown to be more discriminatory when compared to typing by PFGE, since the
PFGE | profile isolates could be differentiated. Furthermore, the analysis using the MLST
scheme for C. diphtheriae was more discriminatory among the three MLST schemes for
corynebacteria used. Genomic analyzes showed that detection of antimicrobial resistance
genes in C. striatum isolates was consistent with multidrug resistance patterns observed in the
various corynebacteria species. Inedited data were observed in this study, mutations in the
folA and rpoB housekeeping genes and the resistance to trimethoprim-sulfamethoxazole and
rifampicin antimicrobials, respectively, as well the direct relation of the bla gene with the
negative regulator of beta-lactamase expression (BLR). The isolates positive to bla gene
without BLR gene had the highest minimum inhibitory concentrations for beta-lactams
antimicrobials. The characterization of the genomic context of the resistance genes and the
mobile genetic elements showed great variability among the MDR isolates, so that different
contexts were observed even between isolates of the same PFGE and patient. The MDR
isolates did not share resistance genomic island and most resistance genes are not located in
these genetic structures. Genes involved in plasmid replication were not detected, although
much of the resistance genetic content of the plasmid pTP10 C. striatum M82B was found in
the genomes. Complete regions of prophages were detected in only one isolate, the same in
which the CRISPR-Cas system was not detect. The other isolates with incomplete prophage
presented the CRISPR-Cas type I-E system and three isolates also presented an unknown
CRISPR-Cas type I, corroborating the hypothesis that several genetic elements in the bacterial

cells demonstrate an additional energy costs. The high number of copies of insertion



sequences and the presence of different mobile genetic elements demonstrates the plasticity of
the MDR C. striatum genomes isolated from invasive nosocomial infections, which impacts

the propagation of resistance and the control of these infections.

Key-words: C. striatum. Multidrug-resistance. Mobilome. CRISPR-Cas. Genomic Islands.
MLST.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Corynebacterium

O género Corynebacterium pertence a classe Actinobacteria e representa um grupo
diverso de bactérias Gram-positivas, com um alto conteddo GC no DNA (variando de 51 a
63% mol.), possuindo parede celular composta por arabinose, galactose, acido
mesodiaminopimélico e cadeias curtas de acido micdlico (aproximadamente 22 a 36 atomos
de carbono). H& evidéncias de heterogeneidade dentro do género, como exemplos, as espécies
clinicamente relevantes Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium kroppenstedtii
carecem de 4&cidos micélicos na parede celular e Corynebacterium afermentans e
Corynebacterium auris possuem valores de indice GC maiores que 65% mol. (BERNARD,
2012, FUNKE; BERNARD, 2011, KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004, OLENDER,
2012).

De acordo com a publicagdo mais recente da List of Prokaryotic names with Standing
in Nomenclature (PARTE, 2018), atualmente sdo 131 espécies descritas, muitas possuem
importancia médica, incluindo espécies patogénicas para animais, como Corynebacterium
pseudotuberculosis, Corynebacterium kutscheri, Corynebacterium canis, além de um grande
grupo de espécies que colonizam a pele e membranas mucosas dos seres humanos, que em
circunstancias favoraveis, podem causar infec¢fes graves, como Corynebacterium jeikeium,
Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium striatum e outros (OLENDER, 2012). A
espécie mais conhecida do género é o patdgeno humano Corynebacterium diphtheriae, agente
etiologico da difteria, uma doenca toxémica de evolugdo aguda. Esse micro-organismo
também vem sendo isolado de infecgdes invasivas, como endocardite, sepse, osteomielite,
artrite, entre outras (FERNANDEZ-GUERRERO et al, 2013, PEIXOTO et al, 2014,
SCHRODER et al, 2012, TORRES et al, 2013).

As corinebactérias (coryne = clava) tendem a ser claviformes quando expostas a meios
artificiais de cultura. Sdo anaerobias facultativas, apresentam metabolismo fermentativo de
carboidratos e ndo sdo esporuladas, sendo afuniladas, sem flagelos e cépsulas. Formas
cocobacilares também podem ser observadas, dependendo das condi¢6es e tempo de cultivo O
tamanho pode variar de 2 a 6 um de comprimento e 0,5 a 1,1 pum de didmetro. Devido & sua
forma de divisdo, angulos agudos sdo formados conferindo o aspecto de letras chinesas
quando visualizadas em um esfregaco corado pelo método de Gram (CHUNG et al, 2008;
FUNKE; BERNARD, 2011; RENOM et al, 2007).
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As corinebactérias pertencem a microbiota da pele e de mucosas e encontram-se
amplamente disseminadas no meio ambiente. Tém sido crescentes os relatos de casos de
infeccbes humanas causadas por algumas espécies do género Corynebacterium, tanto em
paises industrializados quanto em desenvolvimento, podendo levar a ébito pacientes
imunocomprometidos e imunocompetentes. O aparecimento de estirpes multirresistentes e o
aumento do numero de casos de infeccBes de origens diversas, algumas fatais, tém
contribuido para aumentar o interesse por esse grupo de bastonetes Gram-positivos irregulares
(BGPI). As manifestacOes clinicas das infecgdes dependem da espécie envolvida, tendo como
principais sitios de infecgdo o trato urinario e respiratorio inferior, sitios intravenosos (cateter
e sangue), liquor, liquido peritoneal, feridas cirurgicas, além de lesdes cutaneas, abscessos e
secrecdo ocular (CAMELLO et al, 2003, FUNKE; BERNARD, 2011, MARTINS et al, 2009).

Com excecdo de C. diphtheriae, a patogenicidade de outras corinebactérias de
espécimes clinicas tem sido subestimada por véarios anos. O melhor reconhecimento
taxonbmico das corinebactérias em espécimes clinicos e o aumento de relatos de casos
associando-as com infecgdes em humanos e também em animais mudou esta visdo nas
Gltimas décadas. As corinebactérias sao responsaveis por cerca de 4 a 9% das endocardites
apos troca de protese ou valvula. A mortalidade entre as endocardites causadas por
corinebactérias € da ordem de 31%. Estimam-se que sejam responsaveis por apenas 0,2-0,4%
dos casos de endocardite de valvula nativa. Os fatores de risco reconhecidos para endocardite
por Corynebacterium incluem doenca cardiaca preexistente, historico de endocardite
bacteriana e a presenca de dispositivos protéticos (BELMARES et al, 2007, GUERRERO et
al, 2012, KNOX; HOLME, 2002, OLENDER, 2012). No Brasil, ha relatos de casos
endocardite causados por C. diphtheriae toxigénicos e atoxigénicos (ENCINAS et al, 2015,
HIRATA et al, 2008).

Desde 1970, alguns autores discutem as infec¢bes graves causadas por BGPI, a
maioria delas associadas com quadros de bacteremia e endocardite em pacientes em estado de
malignidade ou sob terapia com imunossupressores. Apds décadas, muitas corinebactérias
tém emergido como importantes patdgenos causadores de varias infec¢bes graves. Entretanto,
na maioria dos laboratorios esses patdogenos permanecem sendo descartados como meros
contaminantes (BALCI; EKSI; BAYRAM, 2002, OLENDER, 2012, PETIT et al, 1994, ROY;
AHMAD, 2016). Portanto, estes micro-organismos devem ser valorizados quando isolados (i)
a partir de sitios normalmente estéreis, com exce¢do se recuperados apenas em um de Varios
espécimes colhidos; (ii) a partir de espécimes clinicos colhidos adequadamente, onde as

espécies de Corynebacterium ou corineformes forem 0s micro-organismos predominantes, e
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(iii) se um unico micro-organismo recuperado a partir de amostras de urina, por exemplo, C.
urealyticum, tiver uma contagem > 10* UFC/mL ou se a contagem do micro-organismo
recuperado for > 10° UFC/mL (BERNARD, 2012, YANAI et al, 2018).

O aumento do ndmero de pacientes imunocomprometidos e 0 uso de dispositivos
invasivos tem elevado a importancia clinica dos bastonetes Gram-positivos em bacteremias,
incluindo as causadas pelas corinebactérias. Sem a identificacdo correta do organismo, é
dificil determinar qual antibiotico administrar. O atraso no inicio do tratamento adequado
pode levar o paciente a morte. Como as corinebactérias exibem suscetibilidade variavel a
muitos antimicrobianos, as opg¢des de tratamento empirico ficam limitadas a vancomicina, que
é universalmente ativa contra bastonetes Gram-positivos e a linezolida (CHUNG et al, 2008,
MASUDA et al, 2017, NEEMUCHWALA et al, 2018).

Dentre as principais espécies de relevancia clinica, podem ser ressaltados os clones
multirresistentes de C. jeikeium, C. amycolatum e C. urealyticum (RENOM et al, 2007).
Recentemente, tem sido observado o aumento na resisténcia aos antimicrobianos nas espécies
C. striatum, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium pseudodiphtheriticum,
Corynebacterium afermentans e Corynebacterium macginley e variacdes geograficas na
frequéncia de isolamento e na resisténcia natural e adquirida (BAIO et al, 2013, BELMARES
et al, 2007, KNOX; HOLME, 2002, MARTINS et al, 2009, SEWELL et al, 1995).

1.2 Corynebacterium striatum

A espécie C. striatum é constituinte da microbiota normal da pele e de mucosas, no
entanto, potencialmente patogénica em circunstancias especificas, incluindo infec¢Bes de
pacientes com doencas cronicas, com hospitalizacfes frequentes e prolongadas, expostos a
antibioticos contra bactérias Gram-negativas (que facilita a selecdo de bactérias Gram-
positivas multirresistentes) e ao uso de procedimentos invasivos (FUNKE; BERNARD, 2011,
GOMILA et al, 2012).

A transmissdo hospitalar de C. striatum tem sido relatada com frequente aumento.
Embora a sua importancia e prevaléncia como agente causador de doencas ndo estejam bem
estabelecidas, este micro-organismo tem sido responsavel por uma variedade de quadros
clinicos, como: feridas cirdrgicas, infec¢bes do trato respiratério, nédulos pulmonares em
paciente imunocomprometido e um raro caso de abscesso de tubo ovariano (MASUDA et al,
2017, SEVERO et al, 2014, YAMAMOTO et al, 2016). InfeccBGes invasivas tém sido

relatadas, como bacteremia, endocardites de valvula protética ou nativa, septicemia,



27

pneumonia, osteomielite, peritonite, artrite, meningite e um raro caso de mixoma atrial (ABI
et al, 2013, BAIO et al, 2013, BHAT et al, 2008, BOLTIN et al, 2009, CHEN et al, 2012,
GOMILA et al, 2012, HONG; KOH; LEE, 2016, ISHIWADA et al, 2016, MARULL;
CASARES, 2008, MASHAVI et al, 2006, MIZOGUCHI et al, 2014, OTSUKA et al, 2006,
ROY; AHMAD, 2016, SAVINI et al, 2013, XU et al, 2017, YANAI et al, 2018).

Relatos de infeccOes relacionadas ao cateter, como endocardites e artrites, em
pacientes imunocomprometidos, causadas por C. striatum e C. jeikeium tem ganhado
importancia, embora seja dificil distinguir entre uma possivel contaminacdo de bacteremia,
quando espécies de Corynebacterium ou estafilococos coagulase-negativo sao isolados de
hemoculturas. Porém, na clinica € importante distinguir contaminacdo de bacteremia para
prevenir a prescricdo desnecessaria de antimicrobianos, que pode levar a selecdo de micro-
organismos resistentes, aumento do tempo da hospitalizacéo e de custos (YANAI et al, 2018).

C. striatum tem sido relacionado a surtos epidémicos hospitalares em diversos paises,
como Bélgica, Brasil, Italia, Espanha, Holanda, Japdo e Tunisia. Em dois destes surtos, um
nos Estados Unidos e outro na Holanda, a transmissdo hospitalar de pessoa a pessoa
proveniente de um Unico isolado foi evidenciada (ALIBI et al, 2017, BAIO et al, 2013,
BRANDENBURG et al, 1996, CAMPANILE et al, 2009, IARIA et al, 2007, ISHIWADA et
al, 2016, LEONARD et al, 1994, OTSUKA et al, 2006, RENOM et al, 2007, SAVINI et al,
2013, VERROKEN et al, 2014).

Sa0 escassos 0s estudos realizados no Brasil, que investigam a presenca de amostras
de corinebactérias relacionadas com processos infecciosos em pacientes atendidos em
instituicbes publicas e privadas. Em 2008, foram isoladas 163 estirpes de corinebactérias a
partir de espécimes clinicos oriundos de pacientes atendidos no Hospital Universitario Pedro
Ernesto/Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HUPE/UERJ). A maioria das estirpes foi
isolada do trato geniturinario e sitios intravenosos (46,6%), sendo que C. striatum
correspondeu a apenas 4,9% do total de estirpes isoladas e nenhuma delas foi isolada de sitios
intravenosos (CAMELLO et al, 2008). No ano seguinte, um surto por C. striatum
multirresistente ocorrido no HUPE foi observado. A maioria das estirpes foram isoladas do
trato respiratério e apenas duas de sitios intravenosos. No referido estudo, a relacdo
epidemioldgica das estirpes foi analisada usando a metodologia de Pulsed field Gel
Electrophoresis (PFGE) e o pulsotipo | foi o predominante, com sensibilidade apenas a
tetraciclina, linezolida e vancomicina (BAIO et al, 2013). No mesmo hospital, durante o
periodo de 2010 a 2013, 56 estirpes de corinebactérias foram isoladas de sitios intravenosos

de pacientes fazendo ou ndo o uso de dispositivos invasivos, sendo C. striatum a espécie
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predominante, correspondendo a 44,68% dos isolados. O pulsotipo | foi o mais
frequentemente observado, com sensibilidade apenas a tetraciclina, vancomicina e linezolida
(RAMOS, 2014).

O uso de dispositivos invasivos e a exposi¢do aos antimicrobianos podem facilitar a
disseminacédo sistémica de C. striatum. Amostras de bastonetes Gram-positivos isoladas de
espécimes clinicos ndo devem ser simplesmente descartadas como meros contaminantes,
especialmente quando obtidas em cultura pura de pacientes imunocomprometidos fazendo uso
de dispositivos invasivos (CAZANAVE et al, 2012, FUNKE; BERNARD, 2011, ROY;
AHMAD, 2016, VON GRAEVENITZ et al, 1998, WONG et al, 2010). C. striatum tem
apresentado resisténcia intrinseca a maioria dos antimicrobianos recomendados ao tratamento
de infecgbes por corineformes. O desenvolvimento da resisténcia a mdultiplas drogas
provavelmente é reforcado pela pressdo seletiva que ocorre no ambiente hospitalar e tem
consequéncias para 0 sucesso do tratamento de infec¢bes humanas, especialmente em
individuos idosos e em pacientes imunocomprometidos. Bactérias multirresistentes reduzem a
eficacia do tratamento e os enfermos permanecem infectados por mais tempo e, por sua vez,

propicia a propagacao destas as outras pessoas (OMS, 2012, SCHRODER et al, 2012).

1.3 A resisténcia aos antimicrobianos em corinebactérias

A resisténcia bacteriana constitui um problema de Saude Publica mundial que desperta
a atencdo de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais como a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), o Center for Disease Control and Prevetion (CDC) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Em virtude das alternativas de tratamento tornarem-se muito
reduzidas, diversas iniciativas vem sendo tomadas para controlar a disseminacao das bactérias
resistentes. No entanto, constatacdes de resisténcia bacteriana na comunidade tém sido
relatadas, e de forma preocupante, com um perfil de acometimento de individuos diferentes
daqueles hospitalizados, ou seja, individuos jovens sadios e sem fatores de risco previamente
detectados (OLIVEIRA et al, 2009, SHI et al, 2013).

Sdo considerados micro-organismos multirresistentes 0s que apresentam resisténcia a
pelo menos um antimicrobiano em trés ou mais classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS
et al, 2012). Estudos realizados pelo CDC demonstram que a taxa de infeccdes graves por
bactérias multirresistentes é ainda maior nos paises em desenvolvimento (OMS, 2012).

A ampla utilizacdo indevida de antimicrobianos no ambiente hospitalar e pela

populacdo extra-hospitalar (comunitaria) e agropecuaria, constituem uns dos fatores que leva
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ao aumento da resisténcia microbiana e exige medidas urgentes para combater o surgimento
de novas linhagens bacterianas multirresistentes, inclusive aos antimicrobianos recentemente
comercializados, levando a consequéncias importantes, com efeitos diretos na problematica
das Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS). Dados da OMS apontam que
mais de 50% das prescri¢cdes de antimicrobianos no mundo s&o inadequadas. O problema, de
amplitude mundial, evidencia-se com 0 aumento do nimero de casos de IRAS provocados por
microrganismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis para uso clinico (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010; ARAUJO, 2012; WATKINS &
BONOMO, 2016).

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos para Corynebacterium spp. ainda é
raramente realizado em muitos laboratorios clinicos e a escolha errada do antimicrobiano
pode favorecer a selecdo de micro-organismos resistentes. O método de suscetibilidade por
disco-difusdo é amplamente utilizado em muitos laboratérios de microbiologia, no Brasil e
em outros paises. Porém, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ndo estabelece
pontos de corte para disco-difusdo enquanto o Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), baseado no documento European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), estabelece esses pontos avaliados pelo
método de disco-difusdo para alguns antimicrobianos, excluindo vérios deles, como
cefalosporinas, carbapenémicos e lipopeptideos. Assim muitos pesquisadores frequentemente
aplicam os pontos de corte para estafilococos para avaliar os antimicrobianos excluidos
(BAIO et al, 2013, BELTRAN-ARROYAVE; DIAZ-DIAZ; LOAIZA-DIAZ, 2016, DAS et
al, 2016, IWALOKUN et al, 2011, MCELVANIA TEKIPPE et al, 2014). A Tabela 1
apresenta 0s agentes antimicrobianos com pontos de corte para corinebactérias contemplados
nos documentos do CLSI e do BrCAST. Como dito anteriormente, o BrCAST traz pontos de
corte para a determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e para os diametros dos
halos (método de disco-difusdo), mas apenas para alguns antimicrobianos. A comparagao
apresentada na Tabela 1 é baseada nos documentos do BrCAST (2017) e CLSI M45-A2
(2010). A terceira edi¢do do CLSI M45-A3 foi publicada em 2016 e incluiu alguns géneros
corineformes como Arthrobacter, Cellulosimicrobium e Trueperella na tabela de pontos de
corte para corinebacterias, incluindo C. diphtheriae. Além disso, os critérios para penicilina

foram revisados e os critérios para imipenem foram deletados.
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Tabela 1 - Comparacdo entre os documentos do CLSI M45-A2 (2010) e BrCAST (2017)
mostrando o0s agentes antimicrobianos contemplados em cada documento.

o o cLsl BrCAST
Classe antimicrobiana Agentes antimicrobianos (apenas CIM) (CIdM e Ehsco-
ifuséo)
Penicilinas Penicilina X X
Cefepime X
Cefalosporinas Cefotaxime X
Ceftriaxone X
Carbapenémicos Imipenem X
Meropenem X
Glicopeptideos Vancomicina X X
Lipopeptideos Daptomicina X
Aminoglicosideos Gentamicina X X
Macrolideos Eritromicina X
Quinolonas Ciprofloxacino X X
Moxifloxacino X
Tetraciclinas Doxiciclina X
Tetraciclina X X
Lincosamidas Clindamicina X X
Inibidores da via do folato Sulfametoxazol-trimetoprim X
Ansamicina Rifampicina X X
Estreptograminas Quinupristina-dalfopristina X
Oxazolidinona Linezolida X X

CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute; BrCAST = Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; CIM = concentracéo inibitéria minima. A letra X indica a presenca de pontos de corte
para o antimicrobiano contemplado pelo documento. O CLSI ndo traz pontos de corte para corinebactérias
pelo método de disco-difusdo. Os critérios para imipenem foram excluidos da terceira edicdo do documento
do CLSI M45-A3 (2016).

Fonte: (adaptado de BrCAST, 2017, CLSI, 2010)

Alguns estudos tém mostrado um aumento na taxa de resisténcia aos antimicrobianos
entre as especies de Corynebacterium, como a resisténcia aos beta-lactdmicos, clindamicina,
eritromicina, ciprofloxacino e gentamicina, levando algumas vezes ao uso de vancomicina
como droga de escolha. Até 0 momento, vancomicina e teicoplanina sdo 0s agentes mais
ativos in vitro contra corinebactérias (ORTIZ-PEREZ et al, 2010, REDDY et al, 2012, YOON
et al, 2011). Até o momento ndo ha relatos de resisténcia a vancomicina em corinebacteérias.
Outros antimicrobianos, como a linezolida e a daptomicina tém sido considerados agentes
ativos contra as corinebactérias e uma alternativa ao tratamento empirico com vancomicina
(GHIDE et al, 2010, GOMEZ-GARCES; ALOS; TAMAYO, 2007, LAPPA et al, 2012,
NHAN et al, 2012, ROLSTON et al, 2013, 2014). Porém, um estudo recente mostrou a

emergéncia da resisténcia a daptomicina em estirpes de C. striatum isoladas em casos de
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bacteremia (MCELVANIA TEKIPPE et al, 2014). Alguns mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos nas diferentes espécies do género Corynebacterium sdo descritos a seguir.

1.3.1 Resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B

Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B (MLSB) sdo antibioticos
utilizados no tratamento de diversas infeccdes bacterianas. Apresentam estruturas quimicas
diferentes com o0 mesmo mecanismo de acdo, que consiste em inibir a sintese protéica ao
ligar-se a subunidade ribossomal 23S na subunidade 50S ribossomal (SEDAGHAT et al,
2017).

Dentre os macrolideos, podemos citar a eritromicina, produzida pelo actinomiceto
Saccharopolyspora erythraea e seus derivados semissintéticos, claritromicina e azitromicina,
sendo este Gltimo macrolideo, um dos mais prescritos no mundo, usado no tratamento de
infeccdes respiratdrias adquiridas, gonorreia e infecgdes causadas por membros da familia
Enterobacteriaceae multirresistentes (FALLAHPOUR et al, 2017, PAWLOWSKI et al, 2018).

A lincomicina e seu derivado semissintético clindamicina sdo exemplos de antibidticos
pertencentes a classe das lincosamidas. S&o antibidticos bacteriostaticos que inibem a sintese
proteica ligando-se a subunidade ribossomal 50S. No entanto, podem ser bactericidas, quando
a concentragdo da droga é aumentada. A clindamicina é usualmente mais ativa que a
lincomicina no tratamento de infec¢Ges bacterianas (SPIZEK; REZANKA, 2017).

A quinupristina é um exemplo de estreptogramina do grupo B usada em associagédo
com a dalfopristina, uma estreptogramina do grupo A, em uma proporc¢ao de 30:70, que inibe
a sintese proteica pela ligacao a subunidade ribossomal 50S (HUSSAIN et al, 2016).

Em estafilococos e estreptococos, a resisténcia aos antimicrobianos MLSB é
determinada por trés mecanismos diferentes, tais como: modificacdo do sitio de ligacdo ao
ribossomo associada com a metilacdo ou mutacéo; efluxo do antibiético da célula e inativagdo
enzimatica do antibidtico. Nas corinebactérias, esta resisténcia esta relacionada a presenca do
gene erythromycin ribosome methylat ion (ermX), que codifica a enzima rRNA metilase,
provocando uma dimetilacdo da adenina presente na subunidade 23S rRNA, levando a
resisténcia simultanea ao MLSB (FERNANDEZ-NATAL et al, 2016, OLENDER, 2012,
ORTIZ-PEREZ et al, 2010).

O gene ermX foi encontrado em diferentes locais nas corinebactérias, como nos
cromossomos de C. jeikeium e C. striatum (OLENDER, 2012, ROSATO; LEE; NASH,
2001); no plasmideo pNG2, em C. diphtheriae e no transposon Tn5432 em C. striatum,
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contido no plasmideo pTP10 de aproximadamente 50 kb. Estas diferentes localizagbes do
gene ermX em corinebactérias sdo provenientes de estirpes isoladas de vérias regides
geograficas e pode indicar a possibilidade de aquisicdo de genes de resisténcia por estirpes
multirresistentes de corinebactérias e de outras espécies que colonizam a pele ou mucosas
(OLENDER et al, 2012, ROBERTS et al, 1992, TAUCH et al, 2000).

1.3.2 Resisténcia as quinolonas

As quinolonas sdo uma das classes de antimicrobianos mais descritas no mundo e séo
usadas para uma variedade de infec¢Bes bacterianas em humanos. A primeira quinolona
isolada foi o acido nalidixico, a partir de um bioproduto da sintese da cloroquina. Foi entdo
introduzido na clinica na década de 60 para o tratamento de infeccdes do trato urinario
causadas por bactérias entéricas. Na década de 80, novas quinolonas foram sintetizadas, como
norfloxacino, ciprofloxacino e ofloxacino, com espectro de agdo aumentado. Estas drogras
tiveram o acréscimo de um atomo de fltor na posigdo 6 do anel quinolénico, por causa disso,
as quinolonas sdo comumente chamadas de ‘“fluoroquinolonas” (ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014, HOOPER; JACOBY, 2015).

A resisténcia as quinolonas emergiu com o vasto uso clinico destes antimicrobianos
sintéticos e tornou-se comum em alguns patégenos bacterianos. Dentre 0os mecanismos de
resisténcia as quinolonas mais comumente descritos estdo as alteracbes em genes
cromossomais, como nas subunidades A e B da enzima girase (também conhecida como
topoisomerase 1) e nas subunidades parC e parE, da topoisomerase 1V. As subunidades parC
e parE da topoisomerase IV sdo homologas as subunidades gyrA e gyrB da topoisomerase Il
(Figura 1). Em Gram-negativos, as mutacdes ocorrem geralmente no gene gyrA e em Gram-
positivos no gene parC. Entretanto, o sequenciamento dos genomas de diversas espécies, tais
como Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori e Treponema pallidum, revelou a
auséncia dos genes para topoisomerase IVV. Outros mecanismos de resisténcia as quinolonas,
como bombas de efluxo e resisténcia mediada por plasmideos também séo descritos (GUAN
et al, 2013, HOOPER; JACOBY, 2015, SIERRA et al, 2005).
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Figura 1 — llustracdo das topoisomerases Il (DNA Girase) e IV e suas respectivas

subunidades.
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Fonte: (Hooper, 2002).

Apos a administragdo das fluoroquinolonas, uma presséo seletiva é criada nos 6rgaos
do corpo onde as fluoroquinolonas tendem a se acumular. A exposicdo a estes
antimicrobianos seleciona mutantes em grandes popula¢Bes bacterianas, incluindo aquelas
que colonizam a pele e as membranas mucosas, como as corinebactérias. Assim, a resisténcia
as fluoroguinolonas emergiu em estirpes clinicas de C. striatum e C. amycolatum (ALIBI et
al, 2017, SIERRA et al, 2005).

Estudos das sequéncias da regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR)
do gene gyrA, que codifica a subunidade A da enzima girase (GyrA), em estirpes de C.
striatum, C. amycolatum e C. macginley, mostraram que a resisténcia as fluoroquinolonas esta
associada com mutacGes de natureza espontanea na regido QRDR e depende do numero de

mutacdes e o tipo de aminoécido que foi substituido. O nivel de resisténcia resultante depende
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do tipo de aminoéacido que foi substituido pelo aminoécido pré-existente. Alguns tipos de
mutacBes diminuem a sensibilidade das fluoroquinolonas, outras reduzem potencialmente a
afinidade e a atividade das fluoroquinolonas (EGUCHI et al, 2008, SIERRA et al, 2005).

Em estirpes clinicas de C. striatum, substituicbes de aminoacidos no cédon 87 da
proteina GyrA geraram resisténcia ao ciprofloxacino, mas duplas mutaces no gene gyrA
(codons 87 e 91) foram necessarias para altos niveis de resisténcia ao ciprofloxacino e ao
moxifloxacino (ALIBI et al, 2017, SIERRA et al, 2005). Em estirpes clinicas de C.
amycolatum, duplas mutacdes (codons 87 e 88) na proteina GyrA levaram a altos niveis de
resisténcia as fluoroquinolonas, mas mutacdes duplas nos cédons 87 e 91, como em C.
striatum também podem ocorrer e levam também a altos niveis de resisténcia as
fluoroquinolonas (SIERRA et al, 2005). Posteriormente, um caso de bacteremia por C.
amycolatum contendo novas muta¢fes nos codons 87 e 91 da enzima GyrA foi relatado por
Yoon et al (2011), quando a estirpe apresentou altos niveis de resisténcia ao ciprofloxacino
(CIM >32 mg/L).

Em estirpes clinicas de origem oftalmolégica de C. macginley, uma Unica mutacdo no
aminoacido no codon 83 na regido QRDR resultou na resisténcia a norfloxacina. Ja uma dupla
mutacdo nos codons 83 e 87 (equivalentes aos codons 87 e 91 em C. striatum e C.

amycolatum) levou a resisténcia a todas as fluoroquinolonas (EGUCHI et al, 2008).

1.3.3 Resisténcia as tetraciclinas

A classe das tetraciclinas representa um grande e diverso grupo de compostos,
variando das naturalmente produzidas clortetraciclina e oxytetraciclina, como produtos do
metabolismo secundario do actinomiceto Streptomyces aureofaciens aos derivados
semissintéticos da segunda e terceira geracGes, como a doxiciclina e minociclina,
respectivamente, e mais recentemente a tigeciclina do grupo das glicilciclinas. A tigeciclina,
derivada da minociclina, € um produto andlogo a tetraciclina, ativo contra inimeras bactérias
resistentes as tetraciclinas e a outras classes de antibioticos (NGUYEN et al, 2014, PEREIRA-
MAIA et al, 2010, THAKER; SPANOGIANNOPOULOS; WRIGHT, 2010).

A resisténcia as tetraciclinas ocorre devido a varios mecanismos, entretanto 0s que
predominam atualmente em contextos clinicos s&o o efluxo ativo de tetraciclinas da célula e a
producdo de proteinas de protecdo ribossomica. As proteinas de efluxo de tetraciclinas
pertencem a superfamilia de proteinas de efluxo denominadas Major Facilitator Superfamily

(MFES), que exportam a tetraciclina da célula, reduzindo a concentragédo da droga intracelular e
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assim protegendo o ribossomo, um dos maiores alvos das tetraciclinas. A expresséo das
proteinas da MFS ¢é regulada pelo repressor TetR, o qual se liga ao opressor do operador de
genes codificadores de bombas de efluxo e regula a expressdo da proteina (NGUYEN et al,
2014, THAKER; SPANOGIANNOPOULOS, WRIGHT, 2010).

A resisténcia as tetraciclinas em corinebactérias é devida principalmente a expressao
dos pares de genes tetA-tetB (OLENDER, 2013), que atuam como bomba de efluxo desses
antimicrobianos, inicialmente identificados no plasmideo pTP10 de C. striatum M82B, tendo
a sequéncia de insercdo (IS) 1S1249 adjacente ao gene tetA e um quadro de leitura aberta
(open reading frame - ORF) incompleto, nomeado ORF3, adjacente ao gene tetB, importantes
para a expressdo dos genes tetAB. Esta regido de resisténcia a tetraciclina foi sequenciada e
clonada, apresentou conteudo GC de 68%, significativamente mais elevado que o contetdo
GC do genoma de C. striatum (média de 57,6%), podendo indicar que esta regido foi
transferida horizontalmente para C. striatum, de um micro-organismo com um alto contetido
GC. Os genes tetAB também foram encontrados no transposon Tn3598 contido no genoma de
C. jeikeium K411 (TAUCH et al, 2000, 2005) e no cromossomo da cepa tipo de C.
urealyticum DSM7109 (SALEM et al, 2005).

As proteinas TetAB representam um grupo especifico de determinantes de resisténcia
a tetraciclina, que utilizam o ATP como fonte de energia, ao invés do gradiente de proton
(SALEM et al, 2015). Em corinebactérias, os genes tetAB conferem resisténcia a tetraciclina,
oxitetraciclina e em menor nivel, a outros derivados, como clortetraciclina, minociclina e
doxiciclina. A bomba de efluxo resultante da expressdo desses genes conferiu também
resisténcia ao beta-lactdmico oxacilina em algumas corinebactérias (SALEM et al, 2015,
TAUCH et al, 1999).

As proteinas de protecdo ribossdémica (ribosomal protection proteins - RPP) sdo
codificadas por uma classe de genes encontrada em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo os genes tetM e tetO os mais estudados. As RPP reduzem a suscetibilidade
dos ribossomos as ac¢@es das tetraciclinas (THAKER; SPANOGIANNOPOULOS, WRIGHT,
2010). O gene tetM, responsavel pela resisténcia a todas as tetraciclinas (ROBERTS et al,
1992), foi encontrado em 97% das estirpes de C. striatum estudadas por Martinez-Martinez et
al (1995). O gene tetW encontrado no plasmideo de Corynebacterium resistens DSM 45100,
isolado de sangue de paciente com leucemia, foi clonado em Corynebacterium glutamicum e
conferiu altos niveis de resisténcia a tetraciclina, a doxiciclina e a minociclina. A proteina

TetW de C. glutamicum apresentou elevada identidade (99%) com a proteina TetW de
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Lactobacillus reuterii  ATCC 55730, cepa probidtica comercialmente disponivel
(SCHRODER et al, 2012).

1.3.4 Resisténcia aos beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo agentes antibacterianos que inibem a sintese
da parede celular bacteriana, como resultado da sua forte ligacdo covalente as proteinas de
ligacdo as penicilinas (penicillin-binding proteins - PBP), que catalisam a ultima reacdo da
formacdo de paredes celulares em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os beta-
lactamicos inibem irreversivelmente a enzima transpeptidase, que catalisa a reacdo de
transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicana da parede celular bacteriana, por meio da
formacdo de ligagdes cruzadas entre as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicana. Essas
ligacdes, que conferem a parede celular uma estrutura rigida importante para a protecdo da
célula bacteriana contras as variacdes osmaticas do meio. Estes antimicrobianos possuem em
comum um anel beta lactmico no seu nucleo estrutural. Pertencem ao grupo dos
antimicrobianos beta-lactdmicos as penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenémicos e 0s
monobactamicos (AMINOV, 2016, BUSH, 2017, GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010,
NIKAIDO, 2009).

O uso terapéutico dos beta-lactdmicos comegou com a introducdo da benzilpenicilina
(penicilina G) durante a Segunda Guerra Mundial e continuou com o desenvolvimento de
novas cefalosporinas e carbapenémicos. A maior incidéncia de resisténcia aos beta-lactamicos
é devido a presenca de enzimas beta-lactamases, que inativam os antibidticos beta-lactamicos,
sendo codificadas por genes frequentemente localizados em plasmideos ou transposons.
Algumas enzimas beta-lactamases sdo cromossomais e provocam resisténcia intrinseca aos
antibidticos beta-lactamicos (ALEKSHUN; LEVY, 2007, BUSH, 2017). As enzimas beta-
lactamases sdo classificadas em 4 classes de moléculas, A, B, C e D, baseadas nas sequéncias
dos aminodcidos e seus motivos conservados. Os grupos funcionais 1, 2 e 3 sdo usados para
atribuir uma descricao util clinicamente, com subgrupos designados de acordo com os perfis
de substrato e inibidores (BUSH, 2013).

Sao escassos 0s estudos sobre a resisténcia aos beta-lactamicos em corinebactérias.
Esta pode estar relacionada tanto com a producdo de beta-lactamases como com a
modificacdo nas PBP, conforme estudos fenotipicos e genotipicos em algumas espécies, tais
como C. striatum, C. jeikeium e C. urealyticum (OLENDER, 2012). Em estudos realizados
num hospital da Tunisia, a resisténcia a penicilina nas estirpes de C. striatum foi associada a
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presenca do gene bla, codificando uma serina hidrolase pertencente a classe A das beta-
lactamases. Ja a resisténcia ao antimicrobiano cefotaxime foi associada a presenca do gene
ampC, codificando uma enzima da classe C das beta-lactamases (ALIBI et al, 2017).

A resisténcia aos beta-lactamicos em C. resistens DSM 45100 pode estar associada
com a presenga de PBP, pertencentes a trés familias de proteinas, sendo PBPla e PBP1b
bifuncionais (transglycosilases/transpeptidases), de alto peso molecular. Além das seis PBP
encontradas, dois genes Idtl e Idt2, que codificam as enzimas putativas L,D-transpeptidases,
que podem atuar como uma via alternativa para a resisténcia aos beta-lactdmicos, inibindo as
PBP (SCHRODER et al, 2012). A anélise do genoma de C. glutamicum mostrou a presenca
de quatro genes codificadores das proteinas PBP de alto peso molecular, como PBPla,
PBP1b, PBP2a, PBP2b, dois genes codificadores de PBP4 e PBP4b (baixo peso molecular) e
dois genes que provavelmente codificam beta-lactamases (OTSUKA et al, 2005, 2006,
VALBUENA et al, 2007).

1.3.5 Resisténcia ao cloranfenicol

O cloranfenicol é um antibiotico produzido pela bactéria Streptomyces venezuelae,
isolada pela primeira vez em 1947 em uma amostra de solo coletada na Venezuela.
Atualmente é sintetizado, sendo um potente inibidor das proteinas microbianas, cujo
mecanismo de acdo consiste em ligar-se a subunidade 50S do ribossomo bacteriano. Uma vez
que o cloranfenicol se liga @ mesma regido que os macrolideos e as lincosamidas, eles ndo
podem ser administrados em associacdo. E um antimicrobiano de espectro relativamente
amplo, predominantemente bacteriostatico, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, riquétsias, clamidias e micoplasmas (DEL FIOL; AVALLONE, 2005,
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010, SCHWARZ et al, 2016).

Em corinebactérias, a resisténcia ao cloranfenicol estd ligada com a presenca do gene
cmx, responsavel por codificar a proteina de efluxo do cloranfenicol, pertencente & MFS, que
inibe a passagem do antibiotico para dentro do citoplasma (OLENDER, 2012).

O gene cmx foi encontrado no plasmideo de C. striatum M82B, flanqueado pelo
transposon Tn5564 (TAUCH et al, 1998) e também no plasmideo de C. resistens DSM
45100, flanqueado pelo transposon Tn45, um elemento genético mdvel incomum em
corinebactérias, constituido pelos genes da transposase e cmx (SCHRODER et al, 2012). Em
Corynebacterium imitans DSM 44264, o gene cmx foi encontrado no cromossomo
(MOLLMANN et al, 2014).
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1.3.6 Resisténcia aos aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo, estreptomicina, foi obtido a partir do actinomiceto
Streptomyces griseus, em 1943. Posteriormente, outros aminoglicosideos derivados dos
actinomicetos e seus variantes semissintéticos foram desenvolvidos. Os aminoglicosideos
inibem a sintese proteica ligando-se a subunidade 30S ribossomal e constituem a segunda
linha de tratamento, ou seja, antimicrobianos complementares usados para o tratamento de
infeccBes causadas por corinebactérias (NAVAS et al, 2016, TAKAHASHI; NAKASHIMA,
2018, SHI et al, 2013).

Alguns mecanismos de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos podem ocorrer,
como alteracédo dos sitios de ligacdo no ribossomo por mutag¢fes ou por mutacdes enzimaticas
pelas metiltransferases; alteracdo na permeabilidade da membrana e modificagdo enzimatica
da droga. Embora poucos sistemas bacterianos de efluxo sejam capazes de remover 0s
aminoglicosideos das células, devido a natureza policatidnica da droga, esse € 0 mecanismo
de resisténcia mais comum em Pseudomonas aeruginosa isolada de pacientes com fibrose
cistica. Em M. tuberculosis, a resisténcia aos aminoglicosideos mais frequente é devido a
mutagdes que ocorrem no gene rpsL, que codifica a proteina ribossomal S12 ou no gene rrs,
que codifica o gene ribossomal 16S rRNA (POOLE, 2005, 2011, SHI et al, 2013). Mutagdes
na posicdo 1401 no gene 16S rRNA (substituicdo de adenina para guanina) leva a resisténcia
aos aminoglicosideos amicacina e kanamicina (JNAWALI et al, 2013, SUZUKI et al, 1998).
Mutacbes entre a regido 530 a 915 no operon ribossomal 16S leva a resisténcia a
estreptomicina (SHI et al, 2013, WU et al, 2006)

A modificacdo enzimatica por enzimas modificantes dos aminoglicosideos é o
mecanismo mais comum de resisténcia aos aminoglicosideos. Trés classes de enzimas
modificadoras dos aminoglicosideos sdo conhecidas: acyl-coenzyme A-dependent
acetyltransferase (AAC), nucleoside triphosphate-dependent nucleotidyltransferase (ANT) e
nucleoside triphosphate-dependent phosphotransferase (APH). Estas enzimas sdo
frequentemente  disseminadas por varios elementos genéticos moveis. Muitos
aminoglicosideos podem ser inativados por mais de uma enzima, algumas destas podem atuar
como substratos para os aminoglicosideos (SHI et al, 2013). Em 2015, uma nova AAC foi
descrita em C. striatum, AAC(3)-XI. O gene foi clonado em Escherichia coli e conferiu

resisténcia aos aminoglicosideos pela acetilagdo (GALIMAND et al, 2015).
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Em corinebactérias, a modificagdo enzimética por inativacdo é o mecanismo mais
prevalente de resisténcia aos aminoglicosideos. A enzima aminoglicosideo O-fosfotransferase
é codificada por genes encontrados em plasmideos e transposons em diversas espécies de
corinebactérias. Os genes que codificam as enzimas modificadoras dos aminoglicosideos
foram descritos no plasmideo pJA144188 de C. resistens e no integron localizado neste
plasmideo (SCHRODER et al, 2012); no transposon Tn5715 contendo uma regido de
resisténcia aos aminoglicosideos, descrito no plasmideo pXZ10145 de C. glutamicum (SHEN
et al, 1993) e no cromossomo da cepa tipo de C. urealyticum DSM 7109 (TAUCH et al,
2008), dentre outros. O principal mecanismo de resisténcia a estreptomicina em
corinebactérias esta relacionado a presenga dos pares de genes strA-strB, que codificam as
enzimas aph(3”)-1b e aph(6)-1d, respectivamente (NAVAS et al, 2016).

1.3.7 Resisténcia a daptomicina

A daptomicina é um lipopeptideo natural, que exibe potente atividade bactericida in
vitro contra muitos patégenos Gram-positivos, incluindo micro-organismos multirresistentes.
Seu mecanismo de acgdo consiste em despolarizar a membrana celular, inibindo a sintese de
proteinas, DNA e RNA, levando a morte celular (SADER et al, 2013, TAYLOR; PALMER,
2016, TRAN et al, 2012).

Os mecanismos de resisténcia a daptomicina sdo complexos e multifatoriais. Em
Staphylococcus aureus, a resisténcia tem sido atribuida a polimorfismos de nucleotideo Gnico
(SNP) nos genes mprF, yycG, yycH, ropB e ropC, genes envolvidos na sintese da membrana
celular e translocacao da proteina através da membrana celular. Em enterococos, a resisténcia
estd ligada as mutacdes nos genes liaF, yycG e gdpD, que regulam a homeostase da
membrana celular, metabolismo de fosfolipidio da membrana celular e resposta ao estresse
bacteriano. No entanto, homélogos destes genes associados com a resisténcia a daptomicina
em S. aureus e enterococos ndo foram identificados em corinebactérias (MCELVANIA
TEKIPPE et al, 2014, SCHOEN et al, 2009). Estudos recentes em C. striatum resistente a
daptomicina mostraram que mutagdes no gene pgsA, que codifica a enzima
fosfatidilglicerolfosfato sintase, estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia a daptomicina,
comum também em S. aureus resistente a daptomicina (HINES et al, 2017).

O primeiro caso de resisténcia a daptomicina em corinebacterias foi relatado em 2009,

na qual C. jeikeium foi recuperado da corrente sanguinea de um paciente com neutropenia
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aguda, apds tratamento com daptomicina para bacteremia por Enterococcus faecium e
Staphylococcus haemolyticus susceptiveis a vancomicina (SCHOEN et al, 2009).

Um caso de endocardite de valvula nativa por C. striatum foi descrito, no qual o
isolado apresentou heterorresisténcia a daptomicina, com duas subpopula¢Ges mostrando
suscetibilidade (CIM <0.094 pg/ml) e alto nivel de resisténcia a daptomicina (CIM >256
pug/ml). Inicialmente, o paciente teve bacteremia e osteomielite por S. aureus meticilina-
resistente (MRSA) e foi tratado por longo periodo com daptomicina. Foi evidenciado que, a
partir do ensaio de citocromo ¢ modificado, a membrana celular do isolado suscetivel de C.
striatum foi despolarizada pela daptomicina em concentraces dependentes acima de 2 pg/ml,
como ocorre em alguns fendtipos resistentes de S. aureus e Enterococcus faecalis, com
mudancas na carga da superficie celular e alteracBes na habilidade da daptomicina para
despolarizar a membrana celular. Ja no isolado resistente de C. striatum, a despolarizacéo da
membrana pela daptomicina ndo ocorreu (em concentracBes de até 32 pg/ml). A
despolarizagcdo da membrana ndo estava associada com mudancas na carga da superficie
celular como determinado pelo ensaio de citocromo c¢, que ndo mostrou diferencas
significativas entre a quantidade de citocromo ¢ ndo-ligado nas estirpes suscetiveis e
resistentes (TRAN et al, 2012). Outros casos de heterorresisténcia a daptomicina em C.
striatum também ja foram relatados (MCELVANIA TEKIPPE et al, 2014, WERTH et al,
2016). Nos estudos realizados por Werth et al (2016), uma das estirpes resistentes de C.
striatum reverteu ao fendtipo sensivel apds o cultivo em meio livre de daptomicina, com
concomitante aumento na ligacdo da daptomicina a membrana, diferindo dos resultados
anteriormente relatados por McElvania TeKippe et al (2014), em que as estirpes mantiveram
os fendtipos resistentes apds multiplos subcultivos na auséncia de daptomicina, podendo
sugerir que a resisténcia a daptomicina em C. striatum nem sempre surge por mecanismos

homogéneos.

1.3.8 Resisténcia aos antimicrobianos rifampicina e cotrimoxazol

Até o momento, 0s mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos rifampicina e
sulfametoxazol-trimetoprim (cotrimoxazol) em corinebactérias ndo foram descritos, apesar da
resisténcia a esses antimicrobianos em outras espécies filogeneticamente relacionadas ter sido
relatada (BAIO et al, 2013, MINA et al, 2011, OLENDER, 2013).
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A rifampicina bloqueia a transcricio bacteriana, inibindo a enzima RNA polimerase. E
utilizada clinicamente como parte da combinacdo de farmacos para o tratamento de
tuberculose. Devido a uma boa atividade sinérgica, a rifampicina tem sido utilizada em
combinagdo com a daptomicina no tratamento de infecgdes por C. striatum e C. amycolatum,
incluindo endocardites e também em combinacdo com vancomicina para tratamento de
pneumonia por C. striatum (ALIBI et al, 2017, DALAL; URBAN; SEGAL-MAURER, 2008,
SHAH; MURILLO, 2005, TARR et al, 2003). A rifampicina € comumente usada no
tratamento de infec¢bes por C. pseudotuberculosis em cavalos, por ser altamente lipofilica e
ter boa penetracdo intracelular (RHODES et al, 2015).

Em Mycobacterium, género relacionado as corinebactérias, a resisténcia a rifampicina
estd relacionada a mutacdes no gene constitutivo rpoB, que codifica a subunidade beta da
RNA polimerase. Em 95% dos casos, a resisténcia a rifampicina em M. tuberculosis é causada
por mutacBes dentro dos 81 pb da regido determinante de resisténcia a rifampicina (rifampin
resistance-determining region — RRDR), correspondendo aos codons 507-533. Mas em
estirpes ndo-clinicas de Nocardia, Bacillus, Pseudomonas spp. e outras espécies de
Mycobacterium, a resisténcia a rifampicina ndo é comumente por mutacdes no gene rpoB
(AHMAD; MOKADDAS; FARES, 2002, DANTAS et al, 2015). Diversos outros
mecanismos de resisténcia a rifampicina tém sido identificados, incluindo mutagdo em gene
que codifica proteinas envolvidas no efluxo de rifampicina em Pseudomonas fluorescens;
inativacdo da rifampicina por decomposicao, glicosilacao, fosforilacdo e ribosilacdo, também
tém sido relatados. A inativacdo da rifampicina por ribosilacdo foi pesquisado em
Corynebacterium spp. em paralelo com espécies de Nocardia, mas ndo foi observada
(CHANDRASEKARAN; LALITHAKUMARI, 1998, DABBS et al, 1995, TANAKA et al,
1996, TRIBUDDHARAT; FENNEWALD, 1999).

Os antibioticos sulfonamidas e trimetoprim sdo inibidores de 3 familias de enzimas,
nas quais duas sdo enzimas-chave na via do folato em bactérias e eucariotos primitivos, que
sdo: dihidropteroato sintase (DHPS) e dihidrofolato redutase (DHFR), codificadas pelos genes
folP e folA, respectivamente (CAPASSO; SUPURAN, 2014, WILEN et al, 2009, YUN et al,
2012). Nao ha nenhum equivalente de DHPS em humanos, fazendo com que esta seja um alvo
ideal para drogas antimicrobianas (LEVY; MINNIS; DERRICK, 2008, VALDERAS et al,
2008).

O sulfametoxazol é uma sulfonamida que inibe a enzima DHPS, que catalisa a
formacéo do dihidrofolato do acido para-aminobenzdico (PABA). Na fase subsequente desta

via, 0 trimetoprim inbibe a enzima DHFR, que catalisa a formacdo do tetrahidrofolato do
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dihidrofolato, essencial na sintese do DNA bacteriano. Essa etapa causa bloqueio sequencial
na sintese do &cido folico bacteriano. O trimetoprim € um antimicrobiano sintético
pertencente ao grupo de compostos diaminopirimidina, que inibe a atividade da enzima. A
associacao do trimetoprim com o sulfametoxazol € sinérgica e exibe atividade contra uma
variedade de patdgenos, incluindo bactérias, fungos e parasitas (KAYE; GALES;
DUBOURG, 2017, KORSAK; KRAWCZYK-BALSKA, 2017).

Em bactérias Gram-positivas, a resisténcia as sulfonamidas tem mostrado ser devido a
mutacOes cromossomais no gene folP, como em Streptococcus spp., Bacillus antrhacis,
Neisseria meningitidis, entre outras espécies, mas podendo ocorrer também em bactérias
Gram-negativas, como Campylobacter jejuni e Helycobacter pylori. Em bactérias Gram-
negativas, a resisténcia as sulfonamidas é comumente adquirida, seja por plasmideos ou
integrons, contendo genes variantes que codificam a enzima DHPS, dentre eles o sull, sul2 ou
sul3 (BUWEMBO et al, 2013, FIEBELKORN; CRAWFORD; JORGENSEN, 2005,
GIBREEL; SKOLD, 1999, VALDERAS et al, 2008, WU et al, 2010).

A resisténcia ao trimetoprim pode ocorrer por alteracdo da permeabilidade celular,
duplicacdo génica, mutacdes espontaneas no gene folA ou aquisicdo de genes dfr, que
codificam enzimas DHFR resistentes, entre outros. Em Listeria monocytogenes, a substituicdo
de apenas um aminoacido na enzima DHFR é responsavel pelo fenotipo resistente ao
trimetoprim (CAPASSO; SUPURAN, 2014, KORSAK; KRAWCZYK-BALSKA, 2017,
WILEN et al, 2009, YUN et al, 2012).

1.4 Mobiloma

O mobiloma é definido como elementos genéticos capazes de mover-se livremente
dentre e entre 0s genomas. Esses elementos podem ser transposons, sequéncias de insercéo,
plasmideos, fagos, ilhas gendmicas, elementos conjugativos integrativos (ICE) e os genes que
estes carregam (LEPLAE; LIMA-MENDEZ; TOUSSAINT, 2010). Alguns desses elementos
do mobiloma foram descritos em corinebactérias e estdo envolvidos na transmissdo de genes
de resisténcia, tanto em espécies patogénicas e ndo-patogénicas (ADDERSON et al, 2008,
FERNANDEZ-ROBLAS et al, 2009, OLENDER et al, 2012).

Os genes de resisténcia aos antimicrobianos encontrados nas diversas espécies de

Corynebacterium estdo frequentemente localizados em grandes plasmideos, mas também
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associados a transposons, integrons e sequéncias de insercdo (BARRAUD et al, 2011,
DALAL; URBAN; SEGAL-MAURER, 2008, DEB; NATH, 1999, SCHRODER et al, 2012).

1.4.1 Integrons

Integrons sdo elementos genéticos que foram descobertos no final dos anos 80 e sdo
compostos de um gene que codifica uma enzima integrase, cassetes de genes e um sitio de
integracdo para estes cassetes de genes. Embora a maioria dos integrons tenha sido descrita
inicialmente em estirpes clinicas humanos, esses elementos também ja foram identificados em
muitas bactérias ambientais, como de &gua e de solo (AN et al, 2018, DI et al, 2018, FLUIT;
SCHMITZ, 1999, GILLINGS, 2014).

Os integrons sdo elementos genéticos versateis, caracterizados pela capacidade de
inserir, excisar, rearranjar e expressar genes através de um sistema de recombinacéo sitio-
especifico. Sdo considerados elementos moveis quando associados a transposons e/ou
plasmideos conjugativos. Eles podem atuar como veiculos da transmissdo intra e inter-
especifica de material genético, podendo ser encontrados também no cromossomo bacteriano.
O primeiro integron cromossomal descrito foi em Vibrio cholerae e contemplava uma centena
de cassetes génicos, que codificavam proteinas de func¢bes desconhecidas. Os integrons estdo
presentes em aproximadamente 10% dos genomas bacterianos sequenciados (DOMINGUES;
SILVA; NIELSEN, 2012, GILLINGS, 2014, ROWE-MAGNUS; MAZEL, 2001).

Os integrons sdo caracterizados em classes com base no tipo de gene da integrase
neles presentes. Mais de 20 integrases diferentes ja foram identificadas. As classes 1, 2 e 3 de
integrons sdo as mais comumente encontradas. O integron de classe 1 é o mais
frequentemente observado em amostras clinicas (FLUIT; SCHMITZ, 1999, 2004, STOKES;
HALL, 1989).

Os cassetes génicos presentes nos integrons podem ser capturados, excisados do
mesmo e novamente inseridos em outro integron (COLLIS et al, 2002). Um sitio de
recombinacdo attC na extremidade 3’ da regido codificante dos cassetes génicos é capaz de
ser reconhecido pela integrase e, através de uma recombinacado sitio-especifico, o cassete é
mobilizado e inserido no integron, caracterizando-o como um elemento movel (COLLIS et al,
1993, COLLIS; HALL, 1992). Os cassetes génicos podem estar vazios ou com genes que

conferem resisténcia aos antibioticos e desinfetantes, sendo que os genes de resisténcia aos
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antibidticos sdo as estruturas mais frequentemente encontradas (FLUIT; SCHMITZ, 1999,
2004).

H& poucos estudos sobre a presenca de integrons em bactérias Gram-positivas,
especialmente em corinebactérias, salva excecdo de C. glutamicum, corinebactéria muito
utilizada em estudos genéticos e processos biotecnoldgicos em escala industrial, cuja
expressdo dos genes localizados em cassetes no integron mostrou-se mais elevada quando
comparada com a expressdo em Escherichia coli (FLUIT; SCHMITZ, 1999, NESVERA;
HOCHMANNOVA; PATEK, 1998). Em 1998, um integron de classe 1 foi primeiramente
observado em C. glutamicum localizado no plasmideo pCG4 de 29 kb, com sequéncia quase
idéntica ao integron InC encontrado no plasmideo pSA1700 de Pseudomonas aeruginosa. Em
2002, um integron de classe 1 contendo um gene de integrase truncado pela sequéncia de
insercdo 1S6100 e genes de resisténcia a estreptomicina, a espectinomicina e a tetraciclina foi
encontrado no plasmideo pTET3 de 27,8 kb da estirpe C. glutamicum LP-6 (LI et al, 2017).

Em 2004, na pesquisa conduzida em fazendas nos Estados Unidos houve uma
deteccdo de 100% de integrons de classe 1 em corinebactérias, como Corynebacterium
ammoniagenes e Corynebacterium casei, carreando multiplos cassetes de genes de
resisténcia. A pesquisa também foi conduzida em outras bactérias Gram-positivas, mostrando
que estas podem servir como reservatorios de integrons de classe 1 carreando varios genes de
resisténcia aos antibioticos (NANDI et al, 2004).

Em 2011, estudos realizados na Franga mostraram a presenca de integron de classe 1
em C. diphtheriae subtipo mitis, e este abrigava dois cassetes de genes de resisténcia, sendo
que o cassete dfrA16, de 588 pb conferia resisténcia ao trimetoprim e o outro cassete quacH,
de 511 pb, conferia resisténcia aos compostos quaternarios de amonio (BARRAUD et al,
2011).

A presenca de integron de classe 1 também foi encontrado no plasmideo pJA144188,
de C. resistens. Neste estudo estavam associados ao integron 0s seguintes genes que conferem
resisténcia aos antimicrobianos: sull, a um amplo espectro de sulfonamidas; aadAla, aos
aminoglicosideos estreptomicina e espectinomicina; aacAl, aos aminoglicosideos
kanamicina, tobramicina, netilmicina e outros; gacEAI, aos desinfetantes e compostos
quaternarios de amonia (SCHRODER et al, 2012).

1.4.2 Elementos de transposicédo
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As sequéncias de inser¢do (SI) sdo os tipos mais simples existentes de elementos de
transposicdo (transposons), tipicamente pequenas (menores que 2 kb), sendo encontradas em
plasmideos e cromossomos de varias espéecies bacterianas. O termo transposon refere-se a um
conjunto de segmentos lineares de DNA que sdo capazes de mudar de posi¢do dentro do
genoma, independentemente de homologia entre a regido gendmica onde encontram-se
inseridos e o local ao qual se destinam (ADAMS; BISHOP; WRIGHT, 2016; MAHILLON;
CHANDLER, 1998, SOARES et al, 2012, TSUGE et al, 2005).

As S| sdo compostas de repeticdes terminais invertidas, com aproximadamente 20 pb,
presentes em pontas opostas e de genes para codificacdo da transposase, uma nuclease
altamente especifica. Cada Sl leva seu proprio promotor para transcricdo de seu gene de
transposase. As Sl podem causar delecdes, inversdes e duplicacdes de genes (MAHILLON;
CHANDLER, 1998, TSUGE et al, 2005). As Sl sdo classificadas em diversas familias,
baseadas na homologia da sequéncia do aminoacido da transposase, sequéncias das repeticdes
terminais invertidas e no tamanho do sitio de sequéncia-alvo (MAHILLON; CHANDLER,
1998).

No plasmideo pTP10 do isolado clinico de C. striatum M82B, foram encontrados
genes que conferem resisténcia aos antibioticos cloranfenicol, eritromicina, kanamicina e
tetraciclina. As anélises da sequéncia do gene de resisténcia ao cloranfenicol (cmx) revelaram
que este encontrava-se inserido no transposon Tn5564 e o mesmo era flanqueado por uma
IS1513 (de 1715 pb) que codifica uma transposase da familia 1S30. Na regido central do
transposon Tn5564 ha uma ORF homologa a transposase de IS identificadas em
Paenarthrobacter  nicotinovorans  (anteriormente  conhecido como  Artrhrobacter
nicotinovorans) e Bordetella pertussis (TAUCH et al, 1998).

No plasmideo pTET3 de C. glutamicum, cada regido com genes de resisténcia aos
antimicrobianos ¢é flanqueada pela 1S6100, inicialmente identificada em Mycobacterium
fortuitum (TAUCH, A. et al, 2002). O sequenciamento do integron de C. diphtheriae mitis
mostrou que este era flanqueado pela mesma 1S6100 encontrada em C. glutamicum
(BARRAUD et al, 2011). No plasmideo pJA144188 de C. resistens ha presenca de varias Sl,
sendo que a 1S6100 flanqueia a extremidade 5’ do integron de classe 1 encontrado neste
plasmideo (SCHRODER et al, 2012).

1.4.3 Plasmideos



46

Plasmideos sdo definidos como elementos genéticos extra-cromossomais, formados
por DNA fita dupla, que contém elementos necessarios para sua replicacdo. A maioria dos
plasmideos conferem fenotipos que podem ser selecionados pela presenca de genes de
resisténcia. Variam em tamanho e pode ter mais de uma cépia por célula (CARATTOLI,
2014). O maior plasmideo descrito em corinebactérias tem cerca de 85.000 pb, encontrado na
cepa tipo de Corynebacterium callunae DSM 20147, uma bactéria ambiental alcalino-
tolerante, que cresce bem na faixa de pH 5.0-9.0, de importancia industrial, produtora de
acido L-glutamico (PERSICKE et al, 2015). Um dos menores plasmideos descritos em
corinebactérias foi encontrado no patégeno humano C. diphtheriae, isolado ndo toxigénico da
garganta de uma crianca de 9 anos, com apenas 1.960 pb e quatro sequéncias codificantes,
com similaridade parcial (67%) com o plasmideo pTA144 de Moraxella sp. e metamobiloma
de um micro-organismo ndo-cultivavel (ANTUNES et al, 2017).

Diversos genes relacionados a resisténcia aos antibiéticos, incluindo uma regido de
resisténcia a tetraciclina foram encontrados no plasmideo pJA144188 de C. resistens DSM
45100, com cerca de 28.000 pb. Essa regido de resisténcia a tetraciclina abriga o gene tetW,
que foi clonado em C. glutamicum e mostrou conferir altos niveis de resisténcia a tetraciclina,
a doxiciclina e a minociclina. Esta regido apresentou alta similaridade com as regides de
resisténcia a tetraciclina encontradas em Lactobacillus reuteri e Streptococcus suis
(SCHRODER et al, 2012).

Em um isolado clinico de C. striatum M82B, o plasmideo pTP10 de 51.409 pb, carrea
16 genes determinantes de resisténcia, dividido em segmentos. Dois segmentos sdo altamente
similares as regides encontradas em outras corinebactérias, como a regido de resisténcia ao
cloranfenicol da bactéria ambiental C. glutamicum e a regido de resisténcia a eritromicina do
patdogeno humano C. diphtheriae. Outros 3 segmentos foram altamente similares as regifes
encontradas em espécies distintas, como a regido do DNA cromossomal de Mycobacterium
tuberculosis; transposons de espécies fitopatogénicas de Pseudomonas, Xanthomonas e
Erwinia e a regido de resisténcia aos aminoglicosideos do patégeno de peixe Pausterella
piscicida (TAUCH et al, 2000).

1.4.4 llhas genémicas
As ilhas genbmicas sdo elementos genéticos moveis presentes nos genomas

bacterianos, que podem abrigar genes que codificam viruléncia, resisténcia a antibiéticos,

patogenicidade, simbiose ou metabolismo, tornando as bactérias organismos altamente
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diversificados, capazes de se adaptar a varios ambientes e hospedeiros devido a sua alta
plasticidade genémica. As ilhas genémicas sdo adquiridas por transferéncia horizontal de
genes e normalmente exibem a assinatura genémica do organismo doador (SOARES et al,
2012, 2016).

Para serem consideradas ilhas gendmicas, estas devem apresentar as seguintes
caracteristicas: (i) auséncia nos genomas de espécies ou linhagens proximas, porém presentes
nos genomas de varias espécies bacterianas; (ii) tamanhos em média de 6 a 200 kb; (iii)
divergéncia no contéudo GC e no uso de cddons, quando comparadas ao restante do genoma;
(iv) sdo flanqueadas por repeticdes invertidas ou sequéncias de insercdo; (v) geralmente
associadas com sitios de RNA transportadores (tRNA), que atuam como alvo para integracéo;
(vi) abrigam sequéncias de fagos, plasmideos, sequéncias de insercdo e genes que podem
codificar proteinas associadas a elementos genéeticos mdveis, como transposases, integrases,
tirosina recombinase e serina recombinase; (vii) sdo regides instaveis, podendo ocorrer sua
delecdo via repeti¢Oes invertidas em suas extremidades, através das sequéncias de inserc¢éo ou
via recombinacdo homologa. Finalmente, apresentam a chamada estrutura mosaico, resultante
de varios eventos de inser¢cdo (BELLANGER et al, 2014, HACKER; CORNIEL, 2001, LEE
et al, 2016, SOARES et al, 2012, 2016).

As ilhas gendmicas desepenham um importante papel na plasticidade genémica e
consequentemente na evolucdo bacteriana. Séo identificadas in silico através da determinacao
da composicdo nucleotidica atipica, inferéncias filogenéticas, presenca de genes relacionados
a mobilidade (recombinase/integrases) e tRNA, podendo ser classificadas em ilhas de
patogenicidade (PAI), que carream genes associados a fatores de viruléncia; ilhas
metabdlicas, que abrigam genes associados a biossintese de metabdlitos secundarios; ilhas de
resisténcia, que carream genes codificantes de proteinas associadas a resisténcia aos
antibioticos e finalmente, ilhas simbidticas, que carream um repertdrio de genes capazes de
sustentar uma relacdo simbi6tica com a bactéria hospedeira (GUIMARAES et al, 2015,
HACKER; CORNIEL, 2001, SOARES et al, 2016).

Vaérias ilhas de patogenicidade foram identificadas em estirpes de corinebactérias
patogénicas. No isolado toxigénico de C. diphtheriae NCTC 13129, clone responsavel pelo
surto de difteria nos estados da Unido Soviética nos anos 90, foram identificadas 13 ilhas de
patogenicidade, uma delas contendo o corinefago portador da toxina diftérica. A reanotacdo
deste genoma mais tarde permitiu a identificacdo de elementos Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) em ilhas de patogenicidade, um importante

sistema de defesa bacteriano contra DNA exdgeno. Analises comparativas genémicas de 12
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estirpes clinicas C. diphtheriae, de pacientes com difteria classica, endocardite e pneumonia,
revelaram que na maioria destas estirpes, as ilhas de patogenicidade abrigavam genes
relacionados a aderéncia aos tecidos hospedeiros (CERDENO-TARRAGA et al, 2003,
D’AFONSECA et al, 2012, TROST et al, 2012).

Estudos realizados em C. pseudotuberculosis, agente etiologico da linfadenite caseosa
em pequenos ruminantes, como carneiros e cabras, foram identificadas sete ilhas de
patogenicidade, com genes relacionados a viruléncia, absorcao de ferro, secrecdo de toxinas,
subunidades de fimbrias e fatores de adesdo. Este estudo foi expandido e mais 6 ilhas de
patogenicidade foram identificadas em C. pseudotuberculosis. Posteriormente, uma analise
comparativa de 11 genomas de C. pseudotuberculosis isolados de diferentes bufalos
infectados durante um surto em 2008 no Egito foi realizada e 16 ilhas de patogenicidades
foram identificadas, uma delas abrigando um corinefago e o gene da toxina diftérica, podendo
ter um importante papel na adaptacdo de C. pseudotuberculosis a este novo hospedeiro
(GUIMARAES et al, 2011, RUIZ et al, 2011, SOARES et al, 2013, VIANA et al, 2017).

Em estudos de gendmica comparativa realizados com a cepa tipo do patdégeno C.
urealyticum DSM 7109 e a estirpe clinica C. urealyticum DSM 7111, foram identificadas 26
ilhas genémicas em cada um dos genomas. Na cepa tipo DSM 7109, 556 genes estavam
presentes em ilhas gendmicas e na estirpe DSM 7111, 496 genes. Foram identificados 403
genes nas ilhas gendmicas adquiridos pela transferéncia horizontal de genes. Deste total,
apenas 9 genes eram compartilhados entre ambas as estirpes e com outras espécies de
corinebactérias, como C. diphtheriae NCTC 13129 e C. pseudotuberculosis 1002. Este baixo
numero de genes compartilhados entre espécies diferentes é esperado, uma vez que as
espécies citadas possuem habitats diferentes e as ilhas gendmicas sdo adquiridas por
transferéncia horizontal de genes (GUIMARAES et al, 2015, PERRIN et al, 2002).

Sa0 escassos 0s estudos sobre ilhas gendmicas em outras espécies de corinebactérias.
Uma regido contendo um profago, com forte incidéncia de transferéncia horizontal, cuja fonte
parece ser de C. diphtheriae, foi encontrada na cepa tipo de C. glutamicum ATCC 13032, de
grande importancia industrial. Quatro ilhas gendémicas foram identificadas na cepa tipo de
Corynebacterium efficiens YS-314, isolada de solo e de grande importancia industrial na
producdo de aminoacidos em altas temperaturas. As ilhas identificadas em C. efficiens YS-
314 contém genes codificantes de proteinas hipotéticas, transposases e 0 gene codificante da
enzima aspartato quinase, a primeira enzima nas vias de biossintese de aminoacidos essenciais
(metionina, lisina, treonina e isoleucina). Uma ilha genémica de resisténcia foi encontrada no

genoma do isolado clinico multirresistente de C. kroppenstedtii CNM633/14, com
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similaridade ao plasmideo pJA144188 de C. resistens, incluindo os genes de resisténcia aos
antibioticos ermX, tetW, cmx, aphAl-1AB, strA, strB e sull (FERNANDEZ-NATAL et al,
2015, KALINOWSKI et al, 2003, OLIVEIRA et al, 2017, ZHANG; ZHANG, 2005).

1.4.5 Bacteridfagos ou fagos

Os bacteriéfagos, também conhecidos como fagos, sdo um grupo especifico de virus
que infectam bactérias, utilizando a maquinaria celular destas para a producdo de novas
particulas virais. Sdo reconhecidos como 0s agentes biolégicos mais abundantes na Terra,
sendo extremamente diversos em tamanho, morfologia e organiza¢do genémica. Sdo ubiquos
e podem ser encontrados em alimentos, solo, 4gua, esgoto e outros nichos ambientais (SEED
et al, 2013, WITTEBOLE; ROOCK; OPAL, 2014).

O genoma dos fagos pode ser composto por uma molécula de DNA ou RNA de fita-
simples ou fita-dupla. Tem como caracteristica, a presenca de genes essenciais, que codificam
replicases especificas, importantes para a replicacdo e montagem de uma nova particula viral,
e genes que codificam as proteinas do capsideo, um envoltorio protéico que protege o genoma
do bacteridfago (DOSS et al, 2017, KASMAN; WHITTEN, 2018, WITTEBOLE; ROOCK;
OPAL, 2014).

Geralmente, os fagos sdo capazes de infectar espécies especificas de bactéria ou
subespécies dentro de uma mesma espécie. Essa especificidade é, em parte, mediada por
proteinas associadas a cauda, que reconhecem e aderem em determinadas moléculas
identificadas na superficie bacteriana. Uma vez que os fagos se aderem ao hospedeiro
susceptivel, infectam a bactéria com seu material genético e apresentam uma ou duas
estratégias de replicacdo: litica ou lisogénica. No ciclo litico, os fagos redirecionam o
metabolismo da célula hospedeira para a replicacdo de novos fagos, culminando na lise e
morte da célula hospedeira. No ciclo lisogénico, o genoma do fago €é integrado no
cromossomo bacteriano ou permanece como um elemento epissomal, onde em ambos os
casos, 0 genoma € replicado e passado para as células bacterianas filhas sem as matar. Os
fagos integrados ao genoma bacteriano sdo chamados de profagos, e replicam junto com o
genoma do hospedeiro, até que o ciclo litico seja induzido, na maioria das vezes em resposta
as mudancas nas condi¢@es ambientais (DOSS et al, 2017, KASMAN; WHITTEN, 2018).

Do ponto de vista clinico, os fagos sdo muito significativos, pois codificam muitas
toxinas bacterianas altamente patogénicas, de modo que a bactéria hospedeira é patogénica

apenas quando infectada por fago codificador de toxina. Exemplos s@o a toxina da colera, em
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Vibrio cholerae, a toxina diftérica em C. diphtheriae, a neurotoxina botulinica em
Clostridium botulinum e a toxina shiga em espécies de Shigella. Essas espécies bacterianas
sd0 menos patogénicas ou ndo patogénicas sem essas toxinas codificadas por fagos. Além
disso, os fagos sdo vetores para a transferéncia horizontal de genes, que podem incluir genes
de resisténcia aos antimicrobianos. Os fagos também podem ser usados como biomarcadores
para a presenca de seu hospedeiro em uma amostra ambiental complexa (BOYD, 2012,
KASMAN; WHITTEN, 2018).

Em corinebactérias, as cepas toxigénicas de C. diphtheriae carream o gene tox
estrutural presentes em corinebacteriofagos lisogénicos (B tox™, vy tox’, o tox’). O gene tox
codifica a toxina diftérica, o fator de viruléncia mais bem estudado do bacilo diftérico.
Embora o gene tox seja parte do genoma de fago, este gene é diretamente regulado pelo
repressor dtxR (diphtheria toxin repressor), que faz parte de um grupo de proteinas
reguladoras dependentes de metal. Em ambiente apresentando baixa concentracdo de ferro, o
gene regulador dtxR € inibido, resultando no aumento da producdo de toxina diftérica. A
toxina diftérica € prontamente absorvida através da mucosa do trato respiratorio superior e
seus efeitos destrutivos sdo principalmente sobre o coracdo e o sistema nervoso periférico,
embora outros orgaos também possam ser afetados e o individuo susceptivel apresentar todas
as manifestacBes toxicas que ocorrem ap6s uma infeccdo da faringe (DIAS et al, 2011,
MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR; DAMASCO, 2011).

Estudos constataram a capacidade do corinebacteriéfago p em infectar cepas de C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans, constituindo risco para o surgimento de quadros de difteria
em humanos e animais causados por tais espécies (DIAS et al, 2011, MATTOS-GUARALDI,
HIRATA JR; DAMASCO, 2011, SIMPSON-LOUREDO et al, 2014).

Em corinebactérias ndo patogénicas, como em C. glutamicim, espécie produtora de
aminoacidos na industria, varios bacteriéfagos tém sido isolados, com destaque para um
corinebacteriéfago virulento que foi amplamente isolado nas instalacbes da producdo de
aminoacidos, sendo o responsavel em reduzir significativamente a produtividade através do
crescimento lento e lise de culturas bacterianas (SANGAL; HOSKISSON, 2014).

1.4.6 Elementos CRISPR

Os elementos agrupados de curtas repeticbes palindromicas regularmente
interespacadas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - CRISPR)
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foram primeiramente descritos no genoma de E. coli em 1987 e subsequentemente reportados
em outros organismos. Tais elementos consistem em pequenas por¢cdes do DNA bacteriano
compostas por repeticdes de nucleotideos. Cada uma dessas repeticbes, de aproximadamente
24 a 47 pb, encontra-se adjacente a um espacador de DNA, que corresponde a uma regido ndo
codificante inserida no DNA bacteriano apds o contato com genomas invasores provenientes
de bacteriéfagos ou plasmideos, e em alguns casos, RNA. Esse arranjo é acompanhado por
uma sequéncia “lider” que na maioria dos casos inclui uma regido promotora que inicia a
transcricdo unidirecional através das repeticdes de CRISPR e espacadores (BARRANGOU,
2013, GRISSA; VERGNAUDE; POURCEL, 2007, LEVASSEUR et al, 2016, MAKAROVA
et al, 2015, WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA, 2012).

Os elementos CRISPR estdo presentes na maioria das arqueas (~87%) e muitas
bactérias (~50%), que adquirem imunidade a elementos genéticos invasores, atraves da
incorporacdo de fragmentos curtos de DNA exdgeno em seus genomas. Em associa¢do com
as CRISPR associated proteins (Cas), o sistema CRISPR-Cas é formado e este cliva e elimina
o DNA invasor, sendo assim um sistema imunoldgico adaptativo que protege a bactéria contra
fagos e plasmideos, além de participar de atividades regulatérias em nivel transcricional
(BARRANGOU; HORVATH, 2012, BARRANGOU, 2013, MARAKOVA et al, 2015).

O sistema CRISPR-Cas pode ser observado tanto em DNA cromossdmico como em
plasmideos. Ha uma vasta diferenca na sua distribuicdo, numero, tamanho e componentes
entre sistemas e organismos. O sistema CRISPR-Cas é classificado em trés principais tipos (I,
Il e Ill) baseados em seu conteudo genético, diferencas no processamento do crRNA e
interferéncia molecular, que ilustram suas diferencas estruturais, funcionais e evolutivas
(BARRANGOU, 2013, OSTRIA-HERNANDEZ et al, 2015, RATH et al, 2015). Mudangas
rapidas ocorrem em numerosos sistemas CRISPR-Cas devido a transferéncia horizontal de
loci completos ou mddulos individuais deste sistema, que complicam uma classificacao
filogenética mais simples (MAKAROVA et al, 2015). Atualmente, a classificacdo proposta
por Makarova et al (2015) combina a anélise de assinaturas das familias de proteinas Cas e
caracteristicas da arquitetura do loci e abrange duas classes, cinco tipos e 16 subtipos.

Cada tipo de sistema CRISPR-Cas possui uma proteina Cas de “assinatura”, sendo que
0 tipo | possui a Cas3 helicase-nuclease; o sistema tipo Il possui Cas9 multidominios, Casl e
Cas2 e o tipo Il possui a proteina Casl0 multidominios. Os principais genes cas sao
caracterizados pela sua proximidade aos loci CRISPR. Os genes cas codificam as proteinas
Cas, que podem ter dominios de nuclease, helicase, polimerase e varias proteinas de ligacao

ao RNA. O numero de genes cas pode variar de 4 a mais de 20 e o produto desses genes, as
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proteinas Cas, fornecem a maquinaria enzimatica necessaria para a aquisicdo de espacadores,
bem como para a marcacdo de elementos invasores (BARRANGOU, 2013, MAKAROVA et
al, 2015, OSTRIA-HERNANDEZ et al, 2015, RATH et al, 2015).

O sistema imunolégico adaptativo envolve trés estagios distintos: adaptacdo,
expressdo e interferéncia (Figura 2). O estdgio de adaptacdo envolve a incorporacdo de
fragmentos do DNA exogeno (conhecido como protoespacador), oriundo de virus e
plasmideos no arranjo CRISPR como novos espacadores. Esses espacadores fornecem a
memoria sequéncia para uma defesa direcionada contra invasdes subsequentes, como virus ou
plasmideos correspondentes. Durante o estagio de expressdo, o0 arranjo CRISPR é transcrito
produzindo um precursor (pré-crRNA), que é processado e maduro para produzir RNA
CRISPR, conhecidos como crRNA. No estagio de interferéncia, os crRNA sdo auxiliados
pelas proteinas Cas, que funcionam como guias para direcionar especificamente e clivar DNA
invasores (BARRANGOU, 2013, LEON; MENDOZA; BONDY-DENOMY, 2018,
MARAKOVA et al, 2015, WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA, 2012).

Figura 2 - Esquematizacdo dos trés estadgios do processo de defesa bacteriana pelo sistema
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O sistema CRISPR-Cas vem sendo utilizado como uma plataforma de edicédo
genbmica para mudancas em sequéncias-alvo de genomas de células vivas, de baixo custo e
menor complexidade comparado a outras técnicas ja existentes, representando um caminho
promissor para o tratamento de doencas genéticas e pesquisas nas areas da biologia,
biotecnologia e biomedicina (SANDER; JOUNG, 2014).

O potencial antimicrobiano seletivo de antimicrobianos baseados em CRISPR tem
sido relatado. Considerando que este sistema tenha sido originalmente desenvolvido para
proteger a integridade dos genomas bacterianos, este pode ser reaproveitado para o auto-
direcionamento letal, culminando na eliminagdo bacteriana, uma vez que as bactérias tém
acesso limitado a vias complexas e avancadas de reparo de DNA - em comparagdo com
células eucaridticas -, tornando-as particularmente susceptiveis a danos no DNA gendmico.
Consequentemente, isto pode ser aproveitado para conduzir morte especifica e programavel
de populagBes bacterianas, removendo gendétipos bacterianos de interesse na prevencdo de
doencas infecciosas e para promover a salde dos animais e plantas (BARRANGOU;
HORVATH, 2017).

1.5 Tipagem molecular por pulsed field gel electrophoresis

A tipificacdo molecular pela técnica de eletroforese em gel sob campo pulsado (Pulsed
Field Gel Electrophoresis — PFGE) é empregada para separar grandes fragmentos de DNA
por eletroforese em campo elétrico pulsado, onde aplica-se campos elétricos alternados que
forcam as moléculas de DNA a mudar continuamente de dire¢do de migracdo. Quanto maior
for a molécula de DNA, maior € 0 tempo necessario para a sua reorientacdo e € nesta
diferenca dos tempos de reorientacdo que se baseia a separacdo das moléculas
(MAGALHAES, 2005, SINGH et al, 2006). O critério interpretativo mais utilizado para a
comparacdo dos perfis eletroforéticos € o descrito por Tenover et al (1995). Existem
programas que avaliam os perfis de diversidade das amostras, onde a matriz de similaridade
das amostras € realizada a partir das imagens dos geis, dentre eles o mais utilizado é o
Bionumerics (Applied Maths, Sint Martens Latem, Bélgica).

A técnica de PFGE permite a caracterizacdo de linhagens bacterianas, fungicas e de
protozoérios. A caracterizacdo de linhagens patogénicas é fundamental para fins
epidemioldgicos, assim o PFGE pode ser empregado em estudos de surtos hospitalares e

comparacéo de populagdes microbianas de diferentes regides (MAGALHAES, 2005, SINGH,
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2006). Esta metodologia tem sido empregada para avaliar a diversidade clonal das linhagens
de C. striatum multirresistentes em surtos hospitalares em diversos paises (ALIBI et al, 2017,
NAVAS et al, 2016, WANG et al, 2016).

1.6 Tipagem molecular por multilocus sequence typing

O Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método de tipagem molecular que utiliza
0 sequenciamento e analise de fragmentos de 3 a 7 genes constitutivos e vem sendo utilizado
por diversos pesquisadores para diferentes espécies bacterianas com o intuito de agrupar
linhagens relacionadas em complexos clonais. Além da investigacdo epidemioldgica, este
método pode ser utilizado para inferéncias filogenéticas (TURNER; FEIL, 2007), com a
vantagem de ser altamente reprodutivel e seus resultados poderem ser compartilhados online
(MAIDEN et al, 1998).

De acordo com as mutacGes encontradas na sequéncia determina-se o numero de genes
alelos para aquele locus. Para cada gene, as sequéncias sdo referidas como alelos e o conjunto
de diferentes alelos provém um perfil alélico que define o sequence type (ST) de cada amostra
bacteriana. Grupos com o mesmo perfil de alelos representam clones ou linhagens. As
sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo sdo consideradas alelos diferentes. Os ST
podem ser agrupados em complexos clonais, devido a sua similaridade com um genoétipo
central. Este genoOtipo central é identificado a partir de analises heuristicas utilizando o
algoritmo BURST (MAIDEN et al, 1998, URWIN; MAIDEN, 2003, GEVERS et al, 2005).

C. diphtheriae é a Unica espécie do género Corynebacterium que possui um esquema
de MLST validado e um banco de dados no PubMLST (http://pubmlst.org/cdiphtheriae/).

Para Corynebacterium ulcerans, o mesmo esquema utilizado para C. diphtheriae foi proposto

por Konig et al (2014), mas esta espécie ndo possui banco de dados validado. Outros
esquemas de MLST utilizando genes constitutivos distintos do esquema de C. diphtheriae
foram propostos para as espécies C. macginley (EGUCHI et al, 2008) e C. striatum
(GOMILA et al, 2012, RENOM et al, 2014), mas estas espécies também ndo possuem bancos
de dados no PUbMLST.

1.7 Sequenciamento gendmico da nova geragao

A primeira bactéria a ter a sequéncia de nucleotideos de seu genoma foi Haemophilus

influenzae, em 1995. No inicio da era genémica, 0 sequenciamento de genomas era baseado
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na metodologia de Sanger, na qual o DNA era fragmentado aleatoriamente em tamanhos
relativamente pequenos (2.000-5.000 pb), subclonado em vetores plasmidiais e entdo
submetidos ao sequenciamento. Esta estratégia, denominada shotgun, onde as sequéncias
obtidas a partir de cada clone (denominadas reads), com tamanho médio de 600 a 800 pb,
eram submetidas ao processamento para retirada de sequéncias de baixa qualidade e utilizadas
para montar os contigs (unido de duas ou mais sequéncias de reads) e genomas (SIMPSON;
PARRA; PEREZ, 2004, STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).

As novas metodologias de sequenciamento de genomas, denominadas sequenciamento
da nova geragdo (next-generation sequencing - NGS) ou sequenciamento de alta vazéo, tais
como Illumina, lon Torrent, dentre outros, sdo métodos que também utilizam a fragmentacéo
aleatéria do DNA genbmico, mas geralmente ndo € necessario realizar a clonagem. A
obtencdo de reads ocorre de maneira muito mais rapida, entretanto, possuem tamanhos
menores, variando de algumas dezenas a poucas centenas de pares de bases. Esses reads
passam por um controle de qualidade, assim como na metodologia de Sanger e entdo podem
ser utilizados na montagem de genomas (CARVALHO; SILVA, 2010).

Alguns indices de qualidade sdo utilizados na montagem dos genomas. A cobertura
reflete a quantidade de reads associados a um determinado fragmento de DNA. O N50 é outra
medida estatistica importante, utilizada para avaliar a qualidade da montagem, visto que
revela o quanto de um genoma é coberto por contigs grandes (STAATS; MORAIS; MARGIS,
2014).

1.8 Taxonomia gendmica

Taxonomia é a ciéncia que lida com a classificacdo, nomenclatura e identificacdo dos
organismos (THOMPSON; OLIVEIRA, 2006). Atualmente, a taxonomia de procariontes é
uma abordagem polifasica, na qual integra informacGes fenotipicas, quimiotaxondmicas e
genotipicas para classificar espécies de bactérias. A caracterizacdo genotipica é um
componente essencial na descricdo de espécies. As analises filogenéticas baseadas nas
sequencias do gene ribossomal 16S e a determinacdo da similaridade entre as sequéncias
constituem a primeira etapa na identificacdo de novos organismos (CHUN; RAINEY, 2014).
Espécie bacteriana é definida como um grupo de cepas (incluindo a cepa tipo), que
compartilha acima de 70% de similaridade na hibridizagdo DNA-DNA (DDH), com ATm
abaixo de 5°C (diferenca entre as temperaturas de melting, pardmetro utilizado para

quantificar o grau de similaridade entre os genomas durante a hibridizacao); menos de 5% de



56

diferenca no contetido guanina-citosina (% mol. GC) (COLSTON et al, 2014, THOMPSON
et al, 2013) e acima de 98,7% de similaridade na sequéncia do gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT, EBERS, 2006). A DDH ¢ ainda considerada a metodologia “padrao-
ouro” para defini¢do de espécie (THOMPSON et al, 2013). Esta metodologia quantifica a
eficiéncia de hibridizacdo entre as moléculas de DNA baseada na comparacdo entre dois
genomas. Porém, a DDH é uma técnica laboriosa e poucos laboratérios dispdem desta
metodologia (TINDALL et al, 2010).

Atualmente, na era da genémica e da computagdo, a taxonomia microbiana vem
sofrendo uma importante revolugdo, com o advento de técnicas rapidas de sequenciamento de
genomas completo e com o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica, que utilizam
métricas baseadas em assinaturas gendmicas intraespecificas para classificar, reclassificar e
criar nomenclaturas para taxas, sendo especialmente util em estirpes bacterianas incultivaveis
(GEVERS et al, 2005, KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005, THOMPSON; OLIVEIRA,
2006, THOMPSON et al, 2013), tais como: Identidade Média de Nucleotideos, Identidade
Média de Aminodacidos, Assinatura Gendmica de Karlin e DDH in silico.

A identidade meédia de nucleotideos (Average Nucleotide Identity - ANI) é uma
abordagem que utiliza a similaridade de sequéncia onde aquelas com identidade >96%
pertenceriam a uma mesma espécie. Este limite tem uma forte correlacdo com o padrao-ouro
de 70% da abordagem de hibridizacdo, sendo assim um poderoso descritor de relagdo genética
entre pares de genomas DNA-DNA (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005, TINDALL et al,
2010, YOON et al, 2017).

Assim como a ANI, a identidade média de aminoacidos (Average Aminoacid ldentity -
AAl), estabelece que as estirpes de uma mesma espécie compartilham valores acima de 95-
96% de similaridade. Esta abordagem € calculada a partir dos genes conservados codificantes
de proteinas entre um par de genomas que sdo determinados pela comparacdo das sequéncias
usando o algoritmo BLAST. A relacdo genética entre os pares de genomas é medida pela
identidade média de aminoacidos de todos os genes conservados entre os dois genomas
(THOMPSON et al, 2013).

Os genomas apresentam padrdes na sua sequéncia nucleotidica, que sdo chamados de
assinaturas genémicas, que permitem a distincdo entre espécies filogeneticamente proximas
ou distantes. Os genomas podem ser identificados por suas assinaturas e as dissimilaridades
entre as assinaturas sdo usadas para estimar a distancia evolucionaria entre as espécies. A
Assinatura Genémica de Karlin é um céalculo matematico que observa a abundancia relativa

de mono, di, tri ou tetranucleotideos, que deve ser semelhante entre espécies intimamente
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relacionadas (valores abaixo de 10) e diferentes entre espécies nao relacionadas (JERNIGAN;
BARAN, 2002, KARLIN; BURGE, 1995).

A DDH in silico mimetiza a DDH laboratorial, onde as distancias entre um par de
genomas sdo determinadas e os valores acima de 70 % de similaridade na hibridizag&o séo
utilizados para delimitacdo de espécies (MEIER-KOLTHOFF et al, 2013).

Outras abordagens da taxonomia genémica incluem a andlise de dados por Analise de
Sequéncias de Multiplos loci (MLSA) (CHUN; RAINEY, 2014) e a construcdo de super-
arvores (THOMPSON; OLIVEIRA, 2006). O MLSA estabelece a identificacdo e a
classificacdo microbiana com base na informacéo taxondmica e filogenética disponivel. Na
metodologia de MLSA s&o utilizados grupos de linhagens representativas de um género,
sendo utilizados procedimentos de andlise filogenética com base na sequéncia de nucleotideos
de genes (alelos) que estejam presentes em todas as linhagens representativas de um tdxon em
estudo (género ou familia). Esta metodologia tem permitido a discriminacdo em nivel de
espécie onde, inicialmente, os organismos sdo identificados em nivel de género ou familia
com base no gene ribossomal 16S e, posteriormente, identificados em nivel de espécie com
base na metodologia de MLSA (CHUN; RAINEY, 2014, BARCELLOS et al, 2015). As
super-arvores consistem na reconstrucao de arvores filogenéticas mais robustas, baseadas na
concatenacdo de genes conservados entre os genomas (genes do genoma core) (THOMPSON
et al, 2013).

1.9 Justificativa

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) é uma unidade da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) que atua em areas de ensino, de pesquisa e de tecnologias
de laboratorio relativas ao controle da qualidade de insumos, produtos, ambientes e servicos
sujeitos a acdo da Vigilancia Sanitaria. Age em estreita cooperacdo com a Anvisa € com
Secretarias Estaduais € Municipais de Salude, entre outros parceiros. Desta forma, o INCQS
tem como missao contribuir para a promogao e recuperacao da salde e prevencao de doengas,
atuando como referéncia nacional para as questes cientificas e tecnoldgicas relativas ao
controle da qualidade de produtos, ambientes e servi¢os vinculados a vigilancia sanitaria,
como as unidades hospitalares.

E preocupante o aumento continuo das taxas de mortalidade relacionadas a infecgdes
por bactérias multirresistentes, em todos os continentes, isto por que as infec¢@es por micro-

organismos multirresistentes prolonga a duracdo da enfermidade, aumentando o risco de
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morte. Métodos rapidos e acurados na identificacdo das corinebactérias tém contribuido para
um aumento de relatos de infecces invasivas por estas espécies, que eram consideradas
apenas como colonizadoras do ambiente, da microbiota humana ou de animais.

Estudos recentes tém demonstrado a emergéncia de cepas multirresistentes de C.
striatum em surtos nosocomiais em diversos paises. A epidemiologia molecular de C.
striatum associada a compreensdo de seus mecanismos de resisténcia sdo considerados pontos
fundamentais para o desenvolvimento de programas efetivos de controle de infeccGes
hospitalares. Os dados que foram gerados a partir deste trabalho, além de serem significantes
sob o ponto de vista da genética da resisténcia em Corynebacterium, também fornecem
informacg6es importantes sobre a prevaléncia de C. striatum num hospital publico brasileiro,

onde ndo ha ainda nenhum estudo a respeito dos aspectos aqui abordados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal analisar a diversidade genética das
estirpes de C. striatum isoladas de espécimes clinicos e realizar a caracterizacdo genética da

resisténcia, utilizando dados do sequenciamento gendmico.

2.2 Especificos

- Pesquisar os genes envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos, tais como aphA,
ermX, cmx, gyrA e tetAB, além do gene repB, envolvido na replicacdo do plasmideo que
confere multirresisténcia em C. striatum;

- Pesquisar a presenca de integrons, utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR);

- Determinar a diversidade genética das estirpes de C. striatum utilizando a
metodologia de PFGE;

- Determinar as concentragdes inibitorias minimas aos agentes antimicrobianos
utilizados no tratamento de infec¢des por micro-organismos Gram-positivos;

- Sequenciar e analisar o genoma completo de 10 estirpes de C. striatum, de acordo
com os perfis eletroforéticos e em relagdo a presenca de genes de resisténcia e integrase;

- Investigar a taxonomia gendmica das estirpes de C. striatum utilizando abordagens in
silico;

- Determinar a diversidade genética das estirpes de C. striatum utilizando os esquemas
de MLST propostos para corinebactérias;

- Avaliar o poder discriminatério dos métodos de tipagem molecular utilizados neste
estudo (PFGE x MLST);

- Realizar a caracterizacdo genética da resisténcia de C. striatum;

- Caracterizar o mobiloma das estirpes de C. striatum.
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3 METODOLOGIA

3.1  Conservagao das estirpes e preparo da cultura bacteriana

Neste estudo, foram analisadas 21 estirpes de C. striatum (Tabela 2), isoladas de sitios
intravenosos de pacientes internados no HUPE/UERJ, com excecdo de uma estirpe oriunda de
outra instituicdo hospitalar que foi encaminhada ao Laboratdrio de Difteria e Corinebactérias
de Importéancia Clinica (LDCIC)/Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) para
identificacdo, uma vez que o LDCIC atua como Centro Colaborador da Difteria e
Corinebacterioses junto ao Ministério da Saude. Todas as estirpes bacterianas do
LDCIC/UERJ utilizadas neste estudo foram depositadas na Colecéo de Culturas do Ambiente
e Saude (CBAS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As estirpes encontram-se estocadas
em temperaturas de -20°C e -80°C em Skim Milk com 20% de Glicerol e Tryptic Soy Broth
(TSB) com 15% de glicerol. Os micro-organismos foram cultivados em Columbia Agar Base
(CAB) suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubados por 24/48 h a
37°C.

Tabela 2 - Dados das 21 estirpes de C. striatum utilizadas neste estudo

Més e Ano Unidade Bactéria Namero
Estirpe de Hospitalarl Sexo/lIdade? Sitio® associada? depdsito
isolamento P CBAS
2089 04/2010 CTI Geral/HUPE M/64 Pta. de cateter Né&o CBAS 647
2091 04/2010 DIP/HUPE F/40 Sangue Acinetobacter sp. CBAS 648
2103 05/2010 DIP/HUPE F/NI Pta. de cateter Né&o CBAS 649
2130 og010  DeTTAOl0W F/30 Sangue Nio CBAS 612
Unidade x
2228 02/2011 coronariana/HUPE F/92 Sangue Nao CBAS 650
2230 02/2011 Ul Clinica/HUPE M/56 Sangue Né&o CBAS 617
2237 03/2011 Ul Clinica/HUPE M/56 Sangue Néo CBAS 616
2243 03/2011 AMI/HUPE F/NI Sangue Né&o CBAS 651
2245 03/2011 CTI Geral/HUPE M/78 Pta.de cateter Né&o CBAS 652

2285 06/2011 CTI/HUPE F/36 Cateter venoso Né&o CBAS 653
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Tabela 2 (continuacéo)

R . - NUmero
Estirpe Meés e Ano de Unidade . Sexo/ldade?  Sitio® Bact_er|a4 deposito
isolamento Hospitalar associada 5
CBAS
Hosp. Mun. De Cateter
2296 07/2011 Jesus M/NI VeNnoso NI CBAS 615
2308 08/2011 Hematologia/HUPE M/NI Sangue Néo CBAS 614
2316 08/2011 Ortopedia/HUPE M/17 Sangue SCN CBAS 654
2324 10/2011 Pneumologia/HUPE F/73 Cateter SCN CBAS 655
UTI Pta. de x
2376 04/2012 Neonatal/HUPE F/3meses cateter Né&o CBAS 656
2390 05/2012 UCIPG/HUPE F/63 Pta. de Né&o CBAS 657
cateter
2401 06/2012 Cir. ToracicayHUPE M/62 Sangue Né&o CBAS 658
2425 08/2012 Hematologia/HUPE F/10 Sangue Néo CBAS 620
2432 09/2012 Pediatria/ HUPE F/10 Sangue Néo CBAS 659
2439 11/2012 UCIPG/HUPE M/83 E:;"et‘if Ndo CBAS 660
Pta. de SCN/Klebsiella.
2454 02/2013 UCIPG/HUPE F/57 cateter pneumoniae CBAS 661

L AMI: Ambulatério; Cir. Toracica: Cirurgia Toracica; CTIl: Centro de Terapia Intensiva; DIP: Doencas
Infectoparasitarias; Hosp.: Hospital; Mun. Municipal; UCIPG: Unidade Clinica Intermediaria do Plantdo Geral;
Ul: Unidade Intermediaria; HUPE: Hospital Universitario Pedro Ernesto. 2 F: feminino; M: masculino; NI: dado
ndo informado; ® Pta.: Ponta; * SCN: Staphylococcus coagulase-negativa; > CBAS: Colecdo de Bactérias do
Ambiente e Saude.

Fonte: (Da autora, 2018).

Estas estirpes foram isoladas no periodo de 2010 a 2013, caracterizadas previamente
por métodos fenotipicos (bioquimica convencional e sistemas APl Coryne e Vitek 2) e
moleculares (analises das sequéncias dos genes 16S rRNA e rpoB). As sequéncias dos genes
16S rRNA e rpoB encontram-se depositadas no Genbank/NCBI sob os nimeros de acesso:
KJ934779-KJ934789, KM001910-KM001914, KJ855309-KJ855313, KR010627-KR010645,
KR020513 e KR020514.

A maioria das estirpes foi susceptivel apenas a tetraciclina, a vancomicina e a
linezolida (ANEXO A), pelo método de disco-difusdo, conforme os pontos de corte definidos
para Corynebacterium spp. pelo documento BrCAST (2017). O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos esta presente no ANEXO A (RAMOS, 2014).

3.2 Pesquisa dos genes de resisténcia e integrase

3.2.1 Extragdo do DNA total
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Todas as 21 estirpes foram inoculadas em tubos contendo 3 ml de caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas a 37°C por 24/48 h. Aliquotas de 2 ml da cultura de cada estirpe
foram transferidas para microtubos e centrifugados a 3.000 x G por 5 min. O sobrenadante foi
descartado, o pellet ressuspenso em 500 ul de agua mili-Q estéril e submetido a banho-maria
fervente (100°C) por 15 min. Apds esta etapa, a suspensao foi imediatamente congelada a -
20°C. Este material foi posteriormente descongelado e centrifugado (16.000 x G por 15 s). O

sobrenadante foi transferido para outro microtubo e armazenado a -20°C (BAIO et al, 2013).

3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para a amplificacdo de regiGes especificas do genoma das estirpes, as PCR foram
realizadas em um volume final de 50 ul. As reac¢@es individuais foram compostas de agua
ultrapura esterilizada livre de DNase/RNase, tampdo de reagdo 1X (Promega), 3 mM de
MgCl, (Promega), 0,2 mM de cada dNTP (dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP],
Invitrogen), 100 ng de cada iniciador (forward e reverse), 1,5 U da enzima Taqg polimerase
(Promega) e 3 ul do DNA (20 pg/ul) obtido pela extracdo por choque térmico.

A amplificagdo dos genes de resisténcia foi realizada nas condi¢des propostas por
Gomila et al (2012). J& a amplificacdo do gene da integrase classe | foi realizada nas
condi¢cbes propostas por Fonseca et al (2005). As sequéncias dos iniciadores que foram

utilizados nas reac6es de amplificacéo e sequenciamento sdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados para as reacdes de amplificacdo e sequenciamento dos genes
de resisténcia e de enzimas realizados neste estudo.

Iniciador Sequenug’c_i;)’mluador Fra(gF:E?nto Funcéo Referéncias
aphAF  GGCAAGATCCTGGTATCGGTCT 450 Resisténcia a0 Gomila et al,
aphAR  AGACTAAACTGGCTGACGGCAT aminoglicosideo 2012

cmx F AGTCGGTATGGTCGTCGGC 879 Resisténcia ao Gomila et al,
cmx R GCTCCGATATTCAATGCTGCG cloranfenicol 2012.
ermXF  AACCATGATTGTGTTTCTGAACG - eﬁt‘izirsrfcfﬁ?eaé Gomilaet al,
ermX R ACCAGGAAGCGGTGCCCT clindamicina 2012.
tetA F TTAGCGTTCGGCGACCTGG Resisténcia a .
1829 tetraciclina, a Gomila et al,
ttBR  AACTGGGTGCCTTCAGGGTC oxitetraciclina e a 2012.
oxacilina
repB F CGATCTGGAATTTGTCTGCCGT 875 Replicacéo de Gomila et al,
repB R CTGGTTGATAGACCCCGTGT plasmideos 2012.
intl F AAAACCGCCACTGCGCCGTTA 400 Gene da integrase Fonseca et al,
intlF~ AAAACCGCCACTGCGCCGTTA Classe 1 2005,
gyrAl GCGGCTACGTAAAGTCC _ Sierra et al,
400 Girase
QyrA2 CCGCCGGAGCCGTTCAT 2005.

Fonte: (adaptado de FONSECA et al, 2005, GOMILA et al, 2012, SIERRA et al, 2005).

3.2.3 Eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Os géis de agarose foram preparados dissolvendo a agarose em tampao TAE 1X de
modo a obter uma concentragdo de 1,5%. Foram aplicados 5 pl do produto da PCR e 1 ul de
marcador de peso molecular nos pogos do gel. A eletroforese foi realizada em tampdo de
corrida TAE 1X sob uma corrente de 60 V por 1 h. Ap6s a corrida o gel foi corado com

brometo de etidio (10 mg/ml) e visualizado com o equipamento ImageQuant 300 (GE).

3.2.4 Purificacgdo dos produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit PCR DNA and Gel Banda
Purification Kit -GE Healthcare conforme as instrucdes do fabricante. Para a purificacdo dos
produtos da PCR com bandas inespecificas foi empregado o E-gel (Invitrogen), um sistema de
eletroforese em gel de agarose corado com SYBR Safe. Foi utilizado o gel CloneWell 0,8%

(Invitrogen) conforme as instrugdes do fabricante.

3.2.5 Determinagdo das sequéncias nucleotidicas
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O DNA purificado na etapa anterior foi utilizado como molde para a reacdo de
sequenciamento de suas duas fitas com o sistema comercial BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems - Catalogo 4336919), conforme as recomendacdes do
fabricante. Posteriormente os produtos desta reacdo foram precipitados com 80 ul de uma
solugdo de 75% de isopropanol, centrifugados por 45 min. a 2.800 x G a 21°C e o
sobrenadante desprezado pela inversdo cuidadosa da placa em papel de filtro. A placa foi
invertida em cima de outro papel de filtro, centrifugada por 1 min. a 140 x G a 21°C e 0
processo de secagem feito no termociclador a 75°C por 5 min. Os sedimentos foram entéo
ressuspensos em 10 pl de formamida, centrifugados por 1 min. a 140 x G a 21°C, incubados a
95°C por 5 min. e resfriados imediatamente em banho de gelo. Ap6s a corrida no
sequenciador (ABI PRISM 3100 Applied Biosystems DNA Sequencer), as sequéncias
nucleotidicas foram analisadas e editadas usando o programa SegqMan (DNASTAR,

Lasergene) e comparadas aquelas depositadas no banco de sequéncias Genebank.

3.3 PFGE

As 21 estirpes de C. striatum foram submetidas a genotipagem por PFGE e uma
estirpe representante de cada pulsotipo (I, I, Il e 1V) anteriormente identificadas no surto
ocorrido no mesmo hospital (BAIO et al, 2013) foram utilizadas como referéncias.

As estirpes foram semeadas em meio CAB suplementado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro e foram incubadas por 48 h a 37°C. As suspensdes bacterianas foram
obtidas a partir do crescimento em tubo contendo 3 mL de caldo BHI. Os tubos foram
incubados por aproximadamente 2 h a 37°C ou até atingir a escala 2 de McFarland. Apoés a
incubacdo, 2 mL da suspensdo bacteriana foram transferidos para microtubos e centrifugados
a 10.000 x G por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 200 pl
de tamp&o PIV e 200 pl de agarose a 2% (NuSieve® GTG® agarose, BioWhittaker Molecular
Applications). A solucdo foi homogeneizada cautelosamente com a ponteira e entdo
dispensada no interior de um canudo estéril. Os canudos foram armazenados na geladeira por
5 min., aproximadamente. Com o auxilio de um swab e bisturi estéreis, os blocos de agarose
foram cortados e colocados em um tubo com 2 mL de solugdo de lise. Esses tubos foram

incubados por 24 h a 37°C. Ap0s este periodo, a solucdo de lise foi retirada com o auxilio de
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um bulbo estéril e foram adicionados 2 mL da solucéo contendo EDTA 0,5 M, Sarcosina 1%
e proteinase K 1 mg/mL. Os tubos foram incubados durante a noite a 50°C.

Em novos tubos contendo 4 mL de TE 1X foram adicionados 4 blocos de agarose. Os
tubos com o restante dos blocos foram armazenados na geladeira. Os blocos selecionados
foram lavados com TE 1X seis vezes por dia durante 2 dias consecutivos. Apos a etapa da
lavagem, o tampédo TE 1X foi retirado e 200 pl da solucdo contendo a enzima de restricdo
Swal (40 unidades por estirpe), tampdo 1X e soro albumina bovina (BSA) 0,01%, conforme o
trabalho publicado por Baio et al (2013).

Foram preparados 2,5 L do tampéo de corrida TBE 0,5 X. O gel de agarose a 1,2 % foi
preparado utilizando 100 mL do TBE 0,5 X e 1,2 g de agarose Low Melting (NA, Amersham
Biosciences). Apds o periodo de incubacdo, a solucdo contendo a enzima foi retirada e 0s
tubos colocados no banho seco a 68,5°C para inativar a enzima e derreter a agarose para
aplicacéo no gel. No gel foram aplicados 60 ul de cada estirpe e 0 peso molecular de 50-1000
kb (Lambda PFG Marker- BiolLabs). Apos a aplicacdo, o gel foi colocado no aparelho de
PFGE CHEF DRII System (Bio-Rad) e foi iniciada a eletroforese nas seguintes condicdes de
corrida: pulsos de 1-30 s por 22 h sob uma tensdo de 6 V/cm, angulacdo 120° e temperatura
de 13°C.

Foi realizada a inspegdo visual dos perfis de bandas gerados, onde os critérios de
Tenover et al (1995) foram aplicados. O programa Bionumerics versdo 6.1 (Applied Maths,
Sint Martens Latem, Bélgica) foi utilizado para construir a matriz de similaridade entre as
estirpes a partir das imagens dos géis, com o método Dice e uma tolerancia de posicao de 1%
e foi construido um dendrograma pelo método de UPGMA. As estirpes foram consideradas
pertencentes ao mesmo pulsotipo se os perfis apresentassem indices de similaridade > 85%

baseado nos coeficientes de similaridade baseados nas bandas (SIMPSON et al, 2013).

3.4 Analise fenotipica da resisténcia

A concentracdo inibitéria minima (CIM) das 10 estirpes cujos genomas foram
escolhidos para o sequenciamento (descritos no proximo topico) foi determinada por difusdo
em gradiente de concentracdo em meio de agar Mueller-Hinton suplementado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro e incubado a 37°C por 24 e 48 h (MCELVANIA TEKIPPE et
al, 2014). A partir de uma cultura pura de cada estirpe, uma suspensao equivalente a 0,5 da
escala de McFarland em salina a 0,9% foi preparada. Os antimicrobianos utilizados e suas

devidas concentracfes sao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Antimicrobianos utilizados para determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM) das estirpes de C. striatum.

Classe antimicrobiana Agente antimicrobiano Concentragdo (mg/L)
Penicilina 0,015-256
Beta-lactamicos Ampicilina 0,016-256
Oxacilina 0,016-256
Cefepime 0,016-256
Cefalosporinas Cefotaxime 0,016-256
Ceftriaxona 0,016-256
Carbapenémicos Mer_openem 0,002-32
Imipenem 0,002-32
Tetraciclina Tetraciclina 0,015-256
Ansamicina Rifampicina 0,002-32
Aminoglicosideos Gent-ami?ina 0,06-1024
Amicacina 0,016-256
Oxazolidinona Linezolida 0,016-256
Ciprofloxacino 0,002-32
Quinolonas Levofloxacino 0,002-32
Moxifloxacino 0,002-32
Macrolideos Eritromicina 0,015-256
Lincosamida Clindamicina 0,015-256
Lipopeptideo Daptomicina 0,015-256
Glicopeptideo Vancomicina 0,015-256
Inibidor da via do folato Trimetoprim-Sulfametoxazol (1/19) 0,002-32

Fonte: (Da autora, 2018).

A cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 foi utilizada como padrdo susceptivel. A
definicdo da resisténcia foi baseada nos valores de corte definidos pelo CLSI, documento
M45-A2 (2010) e também pelo documento do BrCAST (2017). Para os antimicrobianos sem
definicdo de pontos de corte para corinebactérias em ambos 0s documentos, foram utilizados
0s pontos de corte para Staphylococcus spp. (ALIBI et al, 2017).

A estreptomicina (10 pg) foi testada pelo método de disco-difusdo em meio de agar
Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubado a 37°C
por 24 h, a partir de uma suspensdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland em salina a
0,9%. Como ndo ha pontos de corte para corinebactérias, os pontos de corte para
Staphylococcus spp. foram utilizados (BrCAST, 2017, CAMELLO et al, 2003, CLSI, 2016,
MARTINEZ-MARTINEZ, 1994, MARTINS et al, 2009).
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3.5 Sequenciamento dos genomas

De acordo com os perfis eletroforéticos obtidos pelo PFGE, a presenca de integrase e
de genes de resisténcia, cinco estirpes foram escolhidas para o0 sequenciamento do genoma
pela Plataforma de Sequenciamento de Alto Desempenho do Instituto Oswaldo Cruz
(10C)/Fiocruz.

Outras cinco estirpes foram sequenciadas pela plataforma lon Torrent (Life
Technologies) em colaboragdo com as Universidades Federais da Bahia (UFBA), do Para
(UFPA) e de Minas Gerais (UFMG) e acrescentadas as nossas analises. Quatro destas estirpes
foram isoladas durante o surto ocorrido em 2009 no HUPE, relatado por Baio e colaboradores
(2013).

3.5.1 Extracdo do DNA Gendmico para o sequenciamento de alta vazéo

O DNA gendmico das estirpes foi extraido utilizando o kit PureLink Genomic DNA

Mini Kit (Invitrogen), conforme as instrucdes do fabricante.

3.5.2 Sequenciamento e montagem dos genomas

As reacOes de sequenciamento dos genomas de cinco estirpes foram realizadas na
Plataforma de Sequenciamento de Alto Desempenho da Fiocruz do I0C/Fiocruz, utilizando o
sequenciador Illumina HiSeq 2500. O preparo da biblioteca foi feito usando o kit Nextera
(XT). Uma vez disponivel a biblioteca com tamanhos esperados, esses fragmentos de DNA
foram ligados aos adaptadores em ambas as extremidades (paired-end reads), gerando
sequéncias identificadas como R1 e R2 no formato fastq. Outras cinco estirpes foram
sequenciadas com o 318 chip da plataforma lon Torrent (UFBA/UFPA/UFMG).

Todas as sequéncias geradas tiveram a qualidade checada utilizando o programa
FastQC, versdo 0.11.2 (ANDREWS, 2010). Apos a avaliacdo da qualidade, os genomas foram
montados utilizando os programas MIRA (CHEVREUX; WETTER; SUHAI, 1999) e SPAdes
(BANKEVICH et al, 2012) e curados pelo Lasergene v.11 Suite DNASTAR, para reduzir 0s
gaps (PACHECO et al, 2015). Os contigs gerados na montagem dos genomas foram
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alinhados e ordenados utilizando o programa Mauve, versdo 2.0 (DARLING; MAU; PERNA,
2010), usando como referéncia genomas completos filogeneticamente proximos a C. striatum.

Como os genomas podem conter informac@es indesejadas originadas de contaminagéo
por células ou DNA de outros organismos, 0os genomas montados foram submetidos aos
softwares Automated Contamination Detection and Confidence estimation for single-cell
genome data (ACDC) e Contamination Estimator by 16S (ContEst16S) para pesquisa de
contaminantes. O primeiro foi desenvolvido para detectar contaminantes em genomas
sequenciados a partir de uma Unica célula, com deteccdo baseada em bancos de dados. O
segundo utiliza um marcador filogenético robusto que ndo € facilmente submetido a
transferéncia lateral de genes, assim, todos os fragmentos do gene 16S rRNA do genoma
montado sdo analisados e 0s genes recuperados sdao alinhados e uma arvore filogenética é
construida ao final (LUX et al, 2016, LEE et al, 2017).

Apo6s o alinhamento e verificacdo de contaminantes, os genomas foram submetidos a
anotacdo automatica pelo servidor Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST),
versdo 2.0 (AZIZ et al, 2008) e também pelo Prokariotic Genome Annotation do National

Center for Biotechnology Information (NCBI), onde foram depositados.

3.6 Ferramentas de bioinformatica

3.6.1 Abordagens in silico de taxonomia gendmica

Diferentes abordagens de taxonomia gendmica foram aplicadas em todos os genomas
deste estudo, utilizando o genoma draft da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 (numero
acesso no Genbank: ACGE01000000) e o genoma completo da estirpe clinica de C. striatum
216 (numero acesso no Genbank: CP024932, isolada nos Estados Unidos) como modelos para
delineacdo dos genomas analisados para as seguintes abordagens: identidade média de
nucleotideos (ANI) (http://fenve-omics.ce.gatech.edu/ani/); identidade média de aminoacidos
(AAI)  (http://lenve-omics.ce.gatech.edu/aai/);  assinatura  genémica de  Karlin
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/compseq) e a hibridizacdo DNA-DNA in silico
(http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#), utilizando o software Genome-to-genome Distance
Calculator, GGDC 2.0 (http://ggdc.dsmz.de). Nestas abordagens foram utilizados os
parametros padrdes, com excecdo da abordagem AAI, em que os valores de similaridades das
sequéncias foram alterados para valores maiores que 40% para selecionar sequéncias

codificantes, conforme descrito por Badotti e colaboradores (2014).


http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/compseq
http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php
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Nas analises de MLSA foram utilizadas as sequéncias de nucleotideos de 7 genes
constitutivos (atpA, dnak, dnaK, fusA, leuA, odhA e rpoB) usados na tipagem molecular

(MLST) proposto por Bolt et al (2010) para a espécie C. diphtheriae, descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Genes constitutivos dos esquema de MLST de C. diphtheriae utilizados na
construcdo da arvore filogenética nas analises de MLSA das estirpes de C. striatum deste
estudo.

Tamanho

Genes (b) Proteina codificante Referéncia
atpA 1640 Cadeia alfa da enzima ATP sintase

dnaE 3560 Subunidade alfa da enzima DNA polimerase |11

dnakK 1845 Chaperona

fusA 2130 Fator de alongamento G Bolt et al, 2010.
leuA 1818 Enzima 2-isopropilmalato sintase

odhA 3720 Componentes E1 e E_2 da enzima 2-oxoglutarato

dehidrogenase
rpoB 3500 Subunidade beta da enzima RNA polimerase

pb, pares de base; MLSA, Analise de Sequéncias de Multiplos loci; MLST, Multilocus Sequence Typing.
Fonte: (adaptado de BOLT et al, 2010).

As sequéncias dos genes descritos anteriormente foram recuperadas dos genomas
deste estudo e alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al, 1997). A
arvore filogenética foi construida utilizando o programa MEGA versdo 6.06 (TAMURA et al,
2013), o método selecionado foi o Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) e a distancia
inferida foi calculada usando o modelo de Kimura-2 parametros. A robustez das topologias

foi realizada através da andlise de bootstrap (1.000 réplicas).

3.6.2 Tipagem molecular por MLST

Os esquemas de MLST das espeécies C. diphtheriae (BOLT et al, 2010) (Tabela 5), C.
macginleyi (EGUCHI et al, 2008) e C. striatum (GOMILA et al, 2012) (Tabela 6) foram
utilizados na construcéo das arvores filogenéticas, cujos resultados foram comparados com a
tipagem molecular por PFGE, no intuito de observar qual dos dois apresenta maior poder

discrimininatorio.
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Tabela 6 - Genes constitutivos utilizados na construcao das arvores filogenéticas nas analises
de MLST, baseadas nos esquemas de MLST para as espécies C. macginleyi e C. striatum

. Tamanho ; . o
Espécies Genes (pb) Proteina codificante Referéncia
adk 546 Adenilato quinase
aspA# 1400 Fumarato hidratase
dnaA 1613 Proteina de iniciacdo da replicacdo
L 1296 : . Eguchi et
C. macginleyi  gltA Citrato sintase al. 2008,
gyrB 2052 Subunidade B da enzima girase
Icd 2172 Isocitrato dehidrogenase
purA 1293 Adenylosuccinato sintase
- ~ 420 o
ITS Regido interespacadora 16S — 23S
C. striatum gyrA 2510 Subunidade A da enzima girase Gomila et
al, 2012.
rpoB 3500 Subunidade beta da enzima RNA polimerase

pb, pares de bases. # aspA, anteriormente denominado fumC; MLST, Multilocus Sequence Typing; * O ITS é
uma regido ndo-codificante entre os genes ribossomais 16S e 23S, de aproximadamente 420 pb.
Fonte: (adaptado de EGUCHI et al, 2008, GOMILA et al, 2012).

Os genes constitutivos foram recuperados nos genomas. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al, 1997). As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o programa MEGA versdo 6.06 (TAMURA et al,
2013). O meétodo selecionado foi o Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) e a distancia
inferida foi calculada usando o modelo de Kimura-2 parametros. A robustez das topologias

foi realizada através da andlise de bootstrap (1.000 réplicas).

3.6.3 Pesquisa dos genes de resisténcia nos genomas

Os genomas foram submetidos aos bancos de dados Resfinder (ZANKARI et al, 2012)
e ARG-Annot (GUPTA et al, 2014) para a pesquisa por genes adquiridos através de
transferéncia lateral e também foram pesquisadas mutagdes em genes associados a resisténcia.
Além destes, os genomas foram submetidos ao algoritmo Blastp utilizando as sequéncias de
proteinas disponiveis no banco de dados de referéncia de genes de resisténcia Bacterial
Antimicrobial Resistance Reference Gene Database, um projeto do NCBI (nimero de acesso:
PRINA313047).
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Os genes obtidos a partir destas analises foram alinhados pelo programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al, 1997). As arvores filogenéticas foram construidas usando o programa
MEGA versdo 6.06 (TAMURA et al, 2013) e o método de Neighbor-Joining. A distancia
inferida foi calculada usando o método de Kimura-2 parametros e bootstrap de 1000 réplicas.

3.6.4 Pesquisa do mobiloma

Os seguintes componentes do mobiloma foram buscados: integrons, Sl, plasmideos,
ilhas genémicas de resisténcia, fagos e CRISPR.

Para determinar a composi¢do dos cassetes génicos associados aos integrons, foram
utilizados os bancos de dados INTEGRALL (MOURA et al, 2009) e RAC (Repository of
Antibiotic resistance Cassettes) (TSAFNAT; COPTY; PARTRIDGE, 2011).

Para a busca de Sl foi utilizado o banco de dados ISfinder (SIGUIER et al, 2006) e o
algoritmo local (Blastx) foi o escolhido. Foram consideradas todas as sequéncias com
alinhamentos com a melhor pontuacdo (score) e E-value igual a zero, o que significa um
menor nimero de chances de as sequéncias serem alinhadas aleatoriamente com outras e,
portanto, o resultado € mais significativo JUNQUEIRA; BRAUN; VERLLI, 2014).

A busca por plasmideos foi feita utilizando o banco de dados PlasmidFinder
(CARATTOLI et al, 2014) e também por alinhamento local usando os algoritmos Blastn e
Blastx no programa BioEdit Sequence Alignment Editor Editor v. 7.2.5 (HALL, 1999), com
limite (threshold) minimo de busca de 30%.

A anélise de ilhas genémicas foi realizada utilizando o programa GIPSy (SOARES et
al, 2016) para as 10 estirpes de interesse. Nesta anélise, utiliza-se o arquivo gbk da estirpe e 0
arquivo gbk de uma linhagem préxima, porém ndo patogénica, que serve como referéncia
para a analise. Neste caso, utilizamos o genoma de C. striatum Kc-Na-01, unico genoma
completo da espécie ndo-patogénico. Neste software é possivel predizer ilhas de resisténcia -
alvos deste estudo - e ilhas simbiéticas e metabdlicas. As ilhas gendmicas sdo preditas através
de oito passos que identificam as seguintes caracteristicas: desvio de assinatura gendmica
(contetdo GC e uso de codons); presenca de fatores de viruléncia, metabolismo e resisténcia a
antibioticos e simbiose; genes de tRNA flanqueadores; presenca de genes codificadores de
transposases e auséncia das regides identificadas como ilhas gendémicas na linhagem de
referéncia.

A busca por fagos foi feita utilizando o programa PHASTER (PHast Search Tool
Enhanced Release) (http://phaster.ca/) (ARNDT et al, 2016). Os resultados foram gerados em


http://phaster.ca/

72

forma de tabela com detalhes das predi¢cbes contendo figuras com as caracteristicas e
localizacéo das regifes preditas.

Para a pesquisa dos elementos CRISPR foi utilizado o banco de dados CRISPRdb
(GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007), através da ferramenta CRISPRfinder da
Université Paris- SUD11 (http:/crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php?page=Help). Os
genomas bacterianos foram submetidos e tabelas com identificagdo das regiGes repetitivas e

dos espacadores de CRISPR foram disponibilizadas.


http://crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php?page=Help
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pesquisa dos genes de resisténcia e da integrase por PCR

Inicialmente, amplificamos os genes aphA, ermX, cmx e intl na estirpe 2425. Os
amplicons de cada gene foram purificados, sequenciados, analisados e utilizados como
controles-positivos para as PCR das demais estirpes de C. striatum (N=20). Assim,
verificamos a auséncia (-) ou a presenca (+) dos genes de resisténcia conforme mostrado na
Tabela 7. Em 20 estirpes foram amplificados os genes aphA, ermX e cmx, relacionados a
resisténcia aos aminoglicosideos, macrolideos/lincosamidas e cloranfenicol, respectivamente.

Nenhum gene foi amplificado na estirpe 2376, isolada de neonato.

Tabela 7 - Pesquisa dos genes de resisténcia e integrase por PCR.

Estirpes aphA ermX cmx | tetAB repB intl

2089 + +

2091

2103

2130

2228

2230

2237

2243

2245

2285

2296

2308

2316

2324

2376

2390

2401

2425

2432

2439

2454

Total positivos 20 20 20 0 0 3

PCR = Reagdo em Cadeia da Polimerase; + = gene amplificado (presenca); - gene nédo

amplificado (auséncia); aphA: resisténcia aos aminoglicosideos; ermX: resisténcia aos

macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B; cmx: resisténcia ao

cloranfenicol; tetA: resisténcia as tetraciclinas; repB: replicon de plasmideo; intl:

integrase classe I.

Fonte: (Da autora, 2018).

|+ |||+ +
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Todas as estirpes ermX-positivas foram resistentes a eritromicina e a clindamicina,
pelo método de disco-difusdo realizado (ANEXO A). Todas as estirpes cmx-positivas foram
resistentes ao cloranfenicol. Duas estirpes aphA-positivas (2130 e 2425) foram sensiveis a
gentamicina e isto serd discutido na sessdo sobre a “Resisténcia aos aminoglicosideos”. A
Unica estirpe (2376) que ndo amplificou os genes ermX, aphA e cmx foi também a Unica
sensivel a clindamicina e a eritromicina, a gentamicina e ao cloranfenicol, respectivamente,
pelo método de disco-difusdo (ANEXO A).

Os genes tetAB e repB, envolvidos na resisténcia a tetraciclina e na maquinaria de
replicacdo de plasmideo, respectivamente, ndo foram amplificados em nenhuma estirpe.

O gene da integrase | foi encontrado em apenas trés estirpes (2130, 2296 e 2425). Os
amplicons foram purificados e sequenciados. Os tamanhos das sequéncias variaram entre 349-
422 pb (pares de bases). As sequéncias editadas foram submetidas ao Genbank utilizando o
algoritmo Blastn e as similaridades encontradas foram superiores a 98,5% para o integron
classe | de Acinetobacter baumanii (Genbank n°® KJ131499). As estirpes com perfil A de
resisténcia (sensivel apenas a tetraciclina, a linezolida e a vancomicina) foram negativas para
a pesquisa do gene da integrase | por PCR.

O gene constitutivo gyrA foi amplificado e sequenciado para as 21 estirpes. As
sequéncias nucleotidicas foram traduzidas em aminoéacidos e as mutacdes nas posigdes 87 e
91 da regido QRDR deste gene, relacionadas a resisténcia as quinolonas, foram analisadas e

mostradas na Tabela 14, na se¢do “Resisténcia as Quinolonas”.

4.2 PFGE

O DNA clivado pela enzima de restricdo Swal das 21 estirpes de C. striatum revelou a
presencga de 11 pulsotipos distintos, designados como 1, la, Ib, 11, V, VI, Vla, VII, VIII, IX e
X (Figura 3). O pulsotipo | foi o mais frequentemente observado (n=10), sendo quatro
isolados de sangue e seis de cateter. Os pulsotipos I, la e Ib tiveram coeficiente de
similaridade >85% e foram considerados geneticamente relacionados. Os pulsotipos VI e VIa
mostraram coeficientes de similaridade >90% e também foram considerados geneticamente
relacionados. Os pulsotipos Il e IV isolados no surto nosocomial no HUPE/UERJ (BAIO et

al, 2013) ndo foram encontrados no periodo de isolamento das estirpes deste trabalho.
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Figura 3 - Dendrograma gerado pelas anélises DICE/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths)
dos perfis de PFGE das estirpes de C. striatum isoladas de sitios intravenosos. Os pulsotipos
I11 e IV anteriormente descritos (BAIO et al, 2013) ndo foram encontrados em pacientes com
infeccOes de sangue e cateter.

$IIII?IIII$IIIIEFIIIII‘?IIII%IIII%IIII?

— | | :

Relacdo das estirpes quanto aos pulsotipos: 1) 2089, 2091, 2243, 2245, 2285, 2308, 2316, 2324, 2439 e 2454; 11)
2401; V) 2130; V1) 2228, 2230, 2237 e 2390; VII) 2296; VIII) 2103; 1X) 2425 e 2432; X) 2376.
Fonte: (Da autora, 2018).

A investigacdo do relacionamento das estirpes realizadas neste estudo revelou a
permanéncia do pulsotipo I no ambiente hospitalar como clones invasivos. Em adicao, novos
pulsotipos emergiram como agentes etiologicos de infecgdes da corrente sanguinea e

relacionados ao cateter.

4.3 Sequenciamento gendmico de alta vazao

De acordo com os pulsotipos obtidos e a presenca de integrase, cinco estirpes foram
selecionadas para o sequenciamento gendmico de alta vazdo na plataforma Illumina do
IOC/Fiocruz: 2130, 2237, 2296, 2308 e 2425. Qutras cinco estirpes de C. striatum, uma deste
trabalho (2230) e outras quatro relatadas no surto epidémico de 2009 (BAIO et al, 2013),
foram sequenciadas pela plataforma lon Torrent (UFBA/UFMG/UFPA).
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Os dados sobre o sitio e data de isolamento, pulsotipo e perfil de suscetibilidade das
estirpes que foram selecionadas para 0 sequenciamento de alta vazdo sdo apresentados na
Tabela 8. As estirpes 2230 e 2237 foram isoladas de sangue, do mesmo paciente, com 1 més

de diferenca no isolamento.

Tabela 8 - Dados das estirpes de C. striatum isoladas no surto ocorrido no Hospital
Universitario Pedro Ernesto/UERJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Estiroes Més e ano de Sitio de Pulsotino Perfil de Plataforma NO°de acesso no
P isolamento isolamento PO suscetibilidade Genbank
Secrecéo
1954* Outubro/2009 de ferida v G lon Torrent PGGF00000000
cirlrgica
1961*  Dezembro/2009 Urina 11| G lon Torrent LAYR01000000
2023* Agosto/2009 Sangue | A lon Torrent LBCNO01000000
2038*  Setembro/2009 Sangue 1 A lon Torrent PGGG00000000
2130 Agosto/2010 Sangue V D IHlumina NRIL01000000
2230 Fevereiro/2011 Sangue Vi B lon Torrent LTBF01000000
2237 Mar¢o/2011 Sangue VI B Ilumina NRIM01000000
Cateter
2296 Julho/2011 Venoso VI C IHlumina NRIN01000000
central
2308 Agosto/2011 Sangue | A IHlumina NRIO00000000
2425 Agosto/2012 Sangue IX E IHlumina NRIP01000000

* Dados oriundos do artigo publicado por Baio et al, 2013; N°, nimero.
Fonte: (Da autora, 2018).

4.3.1 Métricas do sequenciamento e anotacdo dos genomas

Algumas medidas sdo muito importantes para avaliar a qualidade da montagem dos
genomas, tais como o N50, cobertura do sequenciamento, tamanho do maior contig e 0
numero de contigs montados. Para avaliar a qualidade das montagens e comparar 0s genomas
montados, utilizamos a ferramenta online Quality Assessment Tool for Genome Assemblies
(QUAST) (GUREVICH et al, 2013).

O tamanho dos genomas variou de 2.611,976 — 3.125,333 pb, conforme apresentado
na Tabela 9. As estirpes 2296 e 2308 tiveram as melhores coberturas de sequenciamento
(375x e 254x, respectivamente), que corresponde em média, quantas vezes cada base do
genoma foi sequenciada. Entretanto, ambas ndo apresentaram as melhores montagens. Apesar

de ndo ter tido a melhor cobertura do sequenciamento (109x), a melhor montagem foi a da
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estirpe 1954, com 14 contigs, 0 maior contig montado com 1.478,048 pb, o mesmo valor de
N50, o que significa que 50% do total de pares de bases do genoma estdo em contigs de
1.478,048 pb ou maiores. O N50 é obtido ordenando-se os contigs em ordem de tamanho, do
maior para 0 menor, e este corresponde ao contig no qual se atingiu pelo menos 50% do
tamanho total do genoma. O conteddo GC dos genomas variou de 59,3% a 59,5%, sendo a
média para C. striatum de 59,3%, baseada em 18 genomas depositados no NCBI.

A anotacdo dos genomas identificou de 2.033 a 2.751 sequéncias codificantes (CDS) e
0 numero de RNAs variou, mesmo entre as estirpes do mesmo pulsotipo e do mesmo paciente
(2230 e 2237). A estirpe 2237 apresentou uma diferenca de 226.451 pares de bases a mais que
o primeiro isolado (2230), com diferenca de apenas 1 més de isolamento.

Antes da execuc¢do de todas as analises descritas a partir do item 5.4, submetemos 0s
genomas montados aos programas ACDC e ContEst16S para pesquisa de contaminantes.
Nenhum contaminante ou fragmento exdgeno do gene 16S rRNA foi localizado em nossos

genomas.

Tabela 9 - Métricas dos sequenciamentos realizados nas plataformas Illumina Hiseq 2500 e
lon Torrent

Estirpes 'I'ga:ggrr:]r;o N° Qe Maiqr N50 3‘; N° de Contetdo Cobertu ra
(pb) contigs | contig CDS RNA GC (%) | Sequenciamento
1954 2.840,792 14 1.478,048 | 1.478,048 | 2.409 75 59.3 109x
1961 2.611,976 28 532.574 325.912 | 2.033 69 59.4 145x
2023 2.735,401 73 261.577 92.628 | 2.561 57 59.4 55x
2038 2.841,405 20 481.681 368.593 | 2.306 68 59.3 170x
2130 3.043,960 48 402.930 150.421 | 2.725 72 59.4 148x
2230 2.898,882 37 463.238 176.095 | 2.498 65 59.4 193x
2237 | 3.125,333 59 384.043 | 182.859 | 2.751 78 59.4 119x
2296 | 2.855,971 52 293.378 | 192.774 | 2.524 66 59.4 375x
2308 2.998,548 57 551.156 142.041 | 2.623 84 59.3 254x
2425 2.847,122 46 534.446 218.228 | 2.537 65 59.4 147x

pb, pares de base; CDS, sequéncias codificantes; RNA, acido ribonucleico; GC, guanina-citosina.

Fonte: (Da autora, 2018).
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4.4 Taxonomia gendbmica

Antes de submetermos os genomas aos bancos de dados para pesquisa de genes de
resisténcia e mobiloma (para a caracterizacdo genética da resisténcia), foi realizada uma
ampla abordagem de taxonomia gendmica, com o objetivo de se verificar se todas as estirpes
eram pertencentes a espécie C. striatum, j& que ocorreu a formacao de dois clados na arvore
filogenética do gene rpoB (Figura 27). Utilizamos as seguintes abordagens taxondmicas:
ANI; AAI; assinatura gendmica de Karlin, DDH in silico e MLSA, descritas anteriormente.

Os resultados encontrados para a abordagem ANI, que estima a identidade média de
nucleotideos entre dois genomas da mesma espécie (valor superior a 95%), sdo mostrados no

Graéfico 1.

Gréafico 1 — Abordagens taxondmicas empregadas para avaliar a relacdo das estirpes clinicas
de C. striatum utilizando o genoma draft da cepa tipo como modelo delineador.

Estirpes x C. striatum ATCC 6940
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e=@=—=DDH % = @ = corte DDH %

Fonte: (Da autora, 2018).
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Todos 0s genomas apresentaram valores superiores a 95%, variando de 96,29 a
98,67% (Grafico 1). Na DDH in silico, que vem sendo aplicada para obter uma estimativa da
semelhanca global entre os genomas de dois organismos, na qual as estirpes que apresentam
valor acima de 70% sdo consideradas da mesma espécie, todos os genomas deste estudo
apresentaram valores superiores a 80% (83,2-87,4%). Os valores de ANI e a DDH in silico
tém sido os mais utilizados na taxonomia genémica para a descricdo de novas especies
bacterianas, embora apenas estas abordagens ndo tenham sido utilizadas para a descricdo de
novas espécies. Os valores de ANI e DDH encontrados para todos os genomas corroboram a
espécie C. striatum utilizada neste estudo.

A assinatura gendmica de Karlin, que calcula a frequéncia de mononucleotideos e
dinucleotideos, que deve ser semelhante entre espécies intimamente relacionadas (valores
abaixo de 10), foi a unica abordagem que apresentou resultado um pouco acima do limite
(10,6) para a estirpe 2425. Como ndo é um valor muito discrepante do limiar e as demais
abordagens apresentaram valores dentro dos limites, principalmente ANI e DDH, esta
alteracdo na assinatura gendmica de Karlin ndo foi levada em consideracdo. Mais adiante, é
possivel observar nas analises de MLSA, o clado unico formado pela cepa tipo de C. striatum
ATCC 6940 e por todas as estirpes do estudo, incluindo a estirpe 2425, corroborando a
espécie C. striatum.

Os valores encontrados para a abordagem AAI, que estima a identidade média de
aminoacidos (valor acima de 95% entre dois genomas da mesma espécie) sao mostrados na
Tabela 10. Todos os valores de AAI foram superiores a 97%, sugerindo que todas as estirpes

aqui estudadas pertencem a espécie C. striatum.

Tabela 10 - Resultados das analises de AAI das estirpes de C. striatum utilizando a cepa tipo
ATCC 6940 como referéncia.

Estirpes 1954 1961 2023 2038 2130 2230 2237 2296 2308 2425

AAI (%)

(> 95%) 97,63 97,88 98,16 98,32 98,12 98,27 98,32 98,31 9841 97,97

AAl, identidade média de aminoacidos.
Fonte: (Da autora, 2018).

Posteriormente, o genoma completo da estirpe clinica multirresistente de C. striatum
216 (Genbank n® NZ_CP024932) isolada nos Estados Unidos, foi utilizado como modelo para
delineacdo dos genomas analisados, para verificar possiveis discrepancias nos valores em

comparagdo com o genoma da cepa tipo por se tratar de um rascunho (draft). Mas antes, esta
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estirpe foi também avaliada em todas as abordagens taxonémicas descritas anteriormente. O
Grafico 2 apresenta todos os resultados dentro dos valores esperados: ANI acima de 95%);
DDH in silico acima de 70% e assinatura gendémica de Karlin abaixo de 10. Neste caso, a
estirpe 2425 apresentou valor abaixo de 10 para a assinatura de Karlin, embora tenha sido o

valor mais alto encontrado.

Grafico 2 - Abordagens taxonémicas empregadas para avaliar a relagdo das estirpes clinicas
de C. striatum utilizando o genoma completo da estirpe de C. striatum 216 como modelo
lineador.
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Fonte: (Da autora, 2018).

Os valores de AAI sé&o mostrados na Tabela 11, sugerindo que as nossas estirpes
compartilham valores acima de 97% de similaridade com o genoma completo da estirpe

clinica de C. striatum 216 e que sé@o da mesma espécie (C. striatum).
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Tabela 11 - Resultados das anélises de AAI das estirpes de C. striatum utilizando o genoma
completo da estirpe clinica 216 isolada nos Estados Unidos

Estirpes 1954 1961 2023 2038 2130 2230 2237 2296 2308 2425
AAI (%)
(o506 076l 9792 9777 9796 9775 9801 9801 07,80 9807 97,77

AAI, identidade média de aminoéacidos.
Fonte: (Da autora, 2018).

A érvore filogenética de MLSA (Figura 4) utilizando os genes constitutivos do
esquema de MLST de C. diphtheriae (Tabela 5) foi construida usando o programa MEGA 6 e
0 método de Neighbor-Joining. A distancia inferida foi calculada usando o método de
Kimura-2 parametros e bootstrap de 1000 réplicas.

A éarvore de MLSA (Figura 4) é baseada no esquema de tipagem molecular por MLST
para C. diphtheriae (BOLT et al, 2010), a Unica espécie representante do género com banco
de dados publico, permitindo a comparacdo com estirpes do bacilo diftérico isoladas do
mundo inteiro. Um total de 15.802 posicdes foram usadas na construcdo da arvore
concatenada e a espécie Rhodococcus hoagii, anteriormente conhecida como Rhodococcus
equi, foi utilizada como grupo de fora. E possivel observar que apesar da diversidade entre as
nossas estirpes, destacadas em negrito, todas agrupam-se num unico clado com a cepa tipo de
C. striatum ATCC 6940, com destaque para as estirpes multissensiveis 1954 e 1961, que se
agrupam mais distantes das restantes que sdo multirresistentes.

Diante de todos os resultados de andlises taxondmicas apresentados anteriormente,
podemos concluir também que nesta analise as nossas estirpes pertencem a espécie C.

striatum.
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Figura 4 - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(15.802 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C diphtheriae. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,05% de divergéncia. Em destaque (negrito) as estirpes
deste estudo. Os genes constitutivos atpA, dnak, dnaK, fusA, leuA, odhA e rpoB foram
utilizados na construcdo desta arvore filogenética. Apenas as espécies C. amycolatum, C.
aurimucosum, C. simulans e R. hoagii utilizadas nesta arvore ndo sdo cepas tipo
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Fonte: (Da autora, 2018).
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4.5 Tipagem molecular por mist x tipagem molecular por PFGE

Aproveitando as analises filogenéticas baseadas no esquema de MLST de C.
diphtheriae apresentadas na Figura 4, cujo objetivo anterior era a caracterizacdo e
identificacdo das nossas estirpes, decidimos avaliar o poder discriminatorio deste esquema de
MLST para tipagem de nossas estirpes e comparar com 0s resultados de tipagem molecular
por PFGE, descritos no item 5.2.

Avaliamos também outros dois esquemas de MLST propostos para as espécies C.
striatum (GOMILA et al, 2012) e C. macingleyi (EGUCHI et al, 2008), que s&o melhor
detalhados a seguir, mas que ndo possuem banco de dados publicos.

Nos trés esquemas de MLST utilizados para a construcdo das arvores filogenéticas,
foram usadas as sequéncias completas dos genes constitutivos e da regido ITS (regido
espacadora entre 0s genes ribossomais 16S e 23S), descritos nas Tabelas 5 e 6. Em cada
esquema, foram construidas trés arvores: a) apenas as estirpes de C. striatum deste estudo; b)
estirpes de C. striatum deste estudo e de outros paises, depositadas no NCBI, permitindo-nos
comparar com as sequéncias destas estirpes, e c) as sequéncias de C. striatum deste estudo, de

outros paises e C. simulans como grupo de fora.

4.5.1 Esquema de MLST de C. diphtheriae

Existem apenas 18 genomas de C. striatum disponiveis no NCBI até o momento. Para
a construcdo das arvores, utilizamos o genoma completo da estirpe C. striatum Kc-Na-01
(Genbank n°® CP021252), isolada do cetdceo Neophocaena asiaeorientalis na Coréia do Sul,
também conhecido como Boto-do-indico, que foi o primeiro genoma completo de C. striatum
depositado no banco de dados (em maio de 2017). Existem apenas outros dois genomas
completos de C. striatum. Tratam-se das estirpes clinicas multirresistentes 215 e 216
(Genbank n°® CP024931 e CP024932, respectivamente) coletadas nos Estados Unidos.
Utilizamos também, os genomas draft de quatro estirpes do microbioma humano coletadas
nos Estados Unidos: 542-CAUR (Genbank n°® JVCWO01000001); 587-CAUR (Genbank n°
JVBA01000001); 963-CAUR (Genbank n° JULV01000001) e 1327-CAUR (Genbank n°
JVTNO01000001). O genoma draft da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 (Genbank n°
ACGEO01000001) também foi utilizado. Foram construidas as arvores filogenéticas

representadas nas Figuras 5a, 5b e 5c, usando apenas as estirpes de C. striatum deste estudo;
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com estirpes de C. striatum de outros paises e utilizando C. simulans como grupo de fora,

respectivamente, que ¢ a espécie filogeneticamente mais préxima de C. striatum.

Figura 5a - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(18.171 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C diphtheriae. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 parametros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,0005% de divergéncia. As sequéncias nucleotidicas
dos genes constitutivos atpA, dnaE, dnakK, fusA, leuA, odhA e rpoB apenas das estirpes deste
estudo foram utilizadas na construcao desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na
frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.

100 — C. striatum 2296 - - PFGE VIII
100 L. striatum 2425 — PFGE IX

86 C. striatum 2130 — PEGE V

96 ——C. striatum 2038 — PFGE Il
C. striatum 2308 — PFGE |

61_ C. striatum 2237
PFGE VI
100 ! C. striatum 2230

C. striatum 2023 — PFGE |

—C. striatum 1954 - PFGE IV
100 C. striatum 1961 — PFGE Il

——
0.0005

Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 5b - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(18.105 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C diphtheriae. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,005% de divergéncia. (T) cepa tipo. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. As sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos atpA,
dnak, dnakK, fusA, leuA, odhA e rpoB das estirpes de C. striatum deste estudo e de outros
paises foram utilizadas na construcdo desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na
frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 5¢c - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(18.105 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C diphtheriae. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,01% de divergéncia. (T) cepa tipo. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. Para a construcdo desta arvore filogenética, foram utilizadas
as sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos atpA, dnak, dnaK, fusA, leuA, odhA e
rpoB das estirpes de C. striatum deste estudo, de outros paises e de C. simulans como grupo
de fora, usando o programa MEGA. Na frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas

analises de PFGE.
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C. striatum 1327 CAUR

C. striatum 215

C. striatum Kc-Na-01

C. simulans Wattiau

0.01

Fonte: (Da autora, 2018).

Nas arvores filogenéticas acima, podemos observar que as estirpes 2230 e 2237, do
mesmo paciente e pulsotipo, foram agrupadas com 100% de similaridade, portanto, seriam
classificadas no mesmo ST. Ja as estirpes 2023 e 2308, classificadas pelo PFGE como
pertencentes ao pulsotipo | ndo seriam agrupadas no mesmo ST. As demais estirpes
apresentaram variabilidade tanto pelo PFGE e pelo MLST.

Na Figura 5b, observamos que as estirpes deste estudo e a cepa tipo ATCC 6940
formam um clado Unico; as estirpes isoladas nos Estados Unidos também se agrupam em um
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Unico clado e a estirpe isolada de animal (Kc-Na-01) agrupa-se distante de ambos os clados,

como um grupo de fora.
4.5.2 Esquema de MLST de C. striatum

Gomila et al (2012) descreveram o desenvolvimento de um esquema de MLST para C.
striatum. A regido ITS e os genes gyrA e rpoB foram escolhidos como genes apropriados para
discriminar C. striatum isolado de pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica dos
hospitais da Espanha. Utilizando este esquema, foram construidas as arvores filogenéticas
representadas nas Figuras 6a, 6b e 6¢, usando apenas as estirpes de C. striatum deste estudo;
com estirpes de C. striatum de outros paises e utilizando C. simulans como grupo de fora,

respectivamente.

Figura 6a - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 2 genes constitutivos e
regido espacadora ITS (6.399 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. striatum. A
distancia foi inferida baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 parametros). Valores
de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra de escala indica 0,002% de divergéncia. As sequéncias
nucleotidicas dos genes constitutivos rpoB, gyrA e da regido ITS das estirpes deste estudo
foram utilizados na construcdo desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na frente
de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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100
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 6b - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 2 genes constitutivos e
regido espacadora ITS (6.389 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. striatum. A
distancia foi inferida baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 parametros). Valores
de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra de escala indica 0,005% de divergéncia. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. As sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos rpoB,
gyrA e da regido ITS das estirpes de C. striatum deste estudo e de outros paises foram
utilizadas na construcdo desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na frente de
cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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0.005

Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 6¢ - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 2 genes constitutivos e
regido espacadora ITS (6.377 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. striatum. A
distancia foi inferida baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 parametros). VValores
de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra de escala indica 0,01% de divergéncia. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. Para a construcdo desta arvore filogenética foram utilizadas
as sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos rpoB, gyrA e da regido ITS das estirpes
de C. striatum deste estudo, de outros paises e de C. simulans como grupo de fora, usando o
programa MEGA. Na frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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Fonte: (Da autora, 2018).

Nas arvores filogenéticas acima, apesar de apenas 2 genes constitutivos (gyrA e
rpoB) e a regido espacadora ITS terem sido utilizados na construcdo deste esquema de MLST,
nota-se que na Figura 6a, onde foram utilizadas apenas as estirpes de C. striatum deste
estudo, nota-se que as diferencgas entre as estirpes 2023 e 2308, ambas do pulsotipo I, foram
evidenciadas, embora mais discretas. Assim, seriam classificadas em ST diferentes. Ja as

estirpes do pulsotipo VI, 2230 e 2237, foram agrupadas como pertencentes ao mesmo ST. As
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demais estirpes apresentaram variabilidade pelo PFGE e MLST, nas trés analises filogenéticas
acima (Figura 6a, 6b e 6¢).

Né&o foi possivel usar a regido ITS dos genomas 587-CAUR e 1327-CAUR, isolados
do microbioma humano nos Estados Unidos, devido aos tamanhos pequenos recuperados
(menores que 180 pb). Nos demais genomas, essa regido apresentou tamanho de 420 pb, em
média. Nao foi possivel recuperar a regido ITS da cepa tipo ATCC 6940, pois entre 0s genes
ribossomais 16S e 23S ha uma proteina de elemento movel inserida (destacada em rosa na
Figura 7), com 100% de similaridade com a transposase da familia 1S21 de C. striatum
(Genbank n°® WP_005532215), com dominio de integrase encontrada em fagos.

Figura 7 — Regido do operon ribossomal mostrando o elemento movel viral destacado em rosa
entre 0s genes ribossomais 16S e 23S (destacados em verde). Visualizacdo da regido
gendmica obtida no programa Artemis, versdo 17.0.1 (CARTER et al, 2012)
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Fonte: (Da autora, 2018).

Na Figura 6b, as nossas estirpes nao se agrupam num clado Unico, se agrupam com as
estirpes dos Estados Unidos. A estirpe Kc-Na-01 forma um clado distante de todas as estirpes
de C. striatum, como um grupo de fora.

As diferencas entre as estirpes 2023 e 2308, do pulsotipo I, ficaram melhor
evidenciadas quando se tem um grupo maior de genes constitutivos, como apresentadas nas
analises filogenéticas baseadas no esquema de MLST de C. diphtheriae (Figuras 5a, 5b e
5¢). Além disso, a regido ITS, além de ser pequena, apresenta uma variabilidade muito grande
e aliada ao numero limitado de genes que compBdem este esquema, pode justificar o fato deste

ndo ter sido adotado pela comunidade cientifica.
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4.5.3 Esquema de MLST de C. macginleyi

O esquema de MLST proposto por Eguchi et al (2008) foi o primeiro esquema de
MLST desenhado para o género Corynebacterium, especificamente para C. macginleyi, para
avaliar a relacdo epidemioldgica entre as 16 estirpes de amostras oftalmoldgicas de 16
pacientes com infec¢Bes oculares. Utilizando este esquema, foram construidas as arvores
filogenéticas representadas nas Figuras 8a, 8b e 8c, usando apenas as estirpes de C. striatum
deste estudo; com estirpes de C. striatum de outros paises e utilizando C. simulans como

grupo de fora, respectivamente.

Figura 8a - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(10.140 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. macginleyi. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,001% de divergéncia. As sequéncias nucleotidicas dos
genes constitutivos adk, gyrB, aspA, purA, dnaA, gltA e icd das estirpes de C. striatum deste
estudo foram utilizadas na construcéo desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na
frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 8b - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(10.077 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. macginleyi. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,005% de divergéncia. (T) cepa tipo. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. As sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos adk,
gyrB, aspA, purA, dnaA, gltA e icd das estirpes de C. striatum deste estudo e de outros paises
foram utilizadas na construcdo desta arvore filogenética usando o programa MEGA. Na frente
de cada estirpe, 0 pulsotipo designado pelas analises de PFGE.
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Figura 8c - Arvore filogenética concatenada baseada nas sequéncias de 7 genes constitutivos
(10.016 posicdes) utilizados no esquema de MLST de C. macginleyi. A distancia foi inferida
baseada no método de Neighbor-Joining (Kimura 2 pardmetros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,01% de divergéncia. (T) cepa tipo. Em destaque
(negrito) as estirpes deste estudo. Para a construcdo desta arvore filogenética foram utilizadas
as sequéncias nucleotidicas dos genes constitutivos adk, gyrB, aspA, purA, dnaA, gltA e icd
das estirpes de C. striatum deste estudo, de outros paises e de C. simulans como grupo de fora
usando o programa MEGA. Na frente de cada estirpe, o pulsotipo designado pelas anélises de
PFGE.

65 C. striatum 215

82 |L—C. striatum 542 CAUR

%3 1L_c. striatum 963 CAUR
C. striatum 2130 - PFGE V
——C. striatum ATCC 6940 (T)
C. striatum 1327 CAUR
C. striatum 1954 — PFGE IV
C. striatum 1961 — PFGE llI
C. striatum 216
C. striatum 587 CAUR
C. striatum 2038 — PFGE |l
C. striatum 2023 — PFGE |
190l striatum 2308 — PFGE |
63(C. striatum 2230
PFGE VI
100 'C. striatum 2237
|:C. striatum 2296 — PFGE VII

100 C. striatum 2425 — PFGE IX
C. striatum Kc-Na-01

58

40

100

C. simulans Wattiau

0.0100

Fonte: (Da autora, 2018).

Na Figura 8a, em que foram utilizadas apenas as estirpes de C. striatum deste estudo,
nota-se que as diferencas entre as estirpes 2023 e 2308, ambas do pulsotipo I, foram
evidenciadas, semelhantes as encontradas nas analises filogenéticas baseadas no esquema de
MLST de C. striatum (GOMILA et al, 2012). Essas estirpes seriam classificadas em ST
diferentes. J& as estirpes do pulsotipo VI, 2230 e 2237, novamente foram agrupadas como
pertencentes ao mesmo ST. As demais estirpes apresentaram variabilidade tanto pelo PFGE e

pelo MLST, nas trés analises filogenéticas acima (Figura 8a, 8b e 8c).
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O MLST caracteriza os alelos presentes nos diferentes loci dos genes constitutivos.
Avaliando os trés esquemas de MLST aqui abordados, podemos concluir que o esquema
baseado no MLST de C. diphtheriae apresentou maior poder discriminatorio, especialmente
entre as estirpes do pulsotipo | (2023 e 2308), sendo o esquema escolhido como o mais
apropriado para discriminar as estirpes deste estudo. Estudos futuros para escolher o loci de
cada gene constitutivo deste esquema para C. striatum e o desenho de oligonucleotideos para
amplificacdo e sequenciamento serdo realizados.

Vérias infec¢bes nosocomiais e estudos de surtos tém empregado o PFGE para
tipagem de estirpes de C. striatum (ALIBI et al, 2017, QIN et al, 2017, VERROKEN et al,
2014, WANG et al, 2016), mas este € um método de genotipagem demorado e padronizacdes
para comparagdes inter-laboratoriais ndo existem para a genotipagem de estirpes de C.
striatum. E uma ferramenta valiosa para investigar o parentesco clonal de estirpes
microbianas durante surtos nosocomiais. Assim, o método s6 é aplicavel para comparar
estirpes para vigilancia epidemioldgica regional, ja 0 MLST tem a vantagem de ser altamente
reprodutivel e seus resultados permitirem a comparacdo entre as estirpes do mundo todo
(MAGALHAES et al, 2005, KONIG et al, 2014).

Como foi possivel observar anteriormente, em todas as arvores filogeneticas aqui
apresentadas neste topico de comparacdo entre MLST e PFGE, a estirpe Kc-Na-01, isolada na
Coréia do Sul, agrupou-se distante das demais estirpes de C. striatum. Realizamos as
abordagens taxondmicas descritas neste estudo para esta estirpe. Além disso, foi construida
uma arvore-guia empregando-se 0 programa Mauve, utilizando-se outras seis espécies de
corinebactérias filogeneticamente relacionados a espécie C. striatum. Os resultados podem ser
visualizados no ANEXO B.

4.6 Andlise fenotipica da resisténcia

Antes de realizar a caracterizacdo genética da resisténcia, as dez estirpes que tiveram
0s genomas sequenciados foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
pelo método de difusdo em gradiente de concentracdo para determinacdo da CIM aos
antimicrobianos descritos na Tabela 4.

A definicdo de resisténcia para a maioria das estirpes de C. striatum baseou-se nos
pontos de corte para CIM definidos pelo documento CLSI M45-A2 (2010), por abranger um
maior numero de antimicrobianos em comparacdo com o documento do BrCAST (2017),

conforme apresentado na Tabela 1. Todas as estirpes foram sensiveis aos antimicrobianos
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tetraciclina, vancomicina, daptomicina e linezolida. As CIM encontradas para os demais
antimicrobianos sdo discutidas de acordo com as classes dos antimicrobianos apresentadas no

item a seguir.

4.7 Caracterizacao genética da resisténcia

Os dez genomas de C. striatum foram submetidos ao banco de dados Resfinder, ARG-
Annot e Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database do NCBI para pesquisa
de genes de resisténcia adquiridos e por mutacfes nos genes cromossomais associadas a
resisténcia aos antimicrobianos, com o valor minimo de 30% de similaridade e 40% de
cobertura. Os genes de resisténcia adquiridos encontrados nos genomas sao mostrados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados encontrados nos bancos de dados de genes de resisténcia

Estirpes ermX cmx aph(3”)-1b aph(6)-Id aph(3’)-1a sull tetA-tetB | tetW
1954 - - - - - - + -
1961 - - - - - - + -
2023 + + + + + - + -
2038 + + + + + + -
2130 + + + + + + + -
2230 + + + + + - + -
2237 + +(2) + + + - + -
2296 + + + + + + + +
2308 + +(2) + + + - + -
2425 + + +(2) +(2) + +(2) + +

ermX: resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B; cmx: resisténcia ao
cloranfenicol; aph(3”)-1b-aph(6)-1d: resisténcia a estreptomicina, aph(3’)-la: resisténcia aos aminoglicosideos;
sull: resisténcia as sulfonamidas; tetA-tetB e tetW: resisténcia as tetraciclinas; (+) presente; (-) ausente; nimeros
entre parénteses indicam a quantidade de cdpias encontradas nos genomas.

Fonte: (Da autora, 2018).

Os genes ermX, cmx, aph(3”)-lb-aph(6)-1d e aph(3’)-la foram encontrados nas
estirpes deste estudo, exceto nas estirpes multissensiveis 1954 e 1961. O gene sull, que
confere resisténcia as sulfonamidas e geralmente estd associado aos integrons, foi encontrado
apenas em trés estirpes (2130, 2296 e duas copias na estirpe 2425), as mesmas em que 0 gene
da integrase | foi amplificado por PCR, como descrito anteriormente. Os pares de genes tetA-
tetB que ndo foram amplificados por PCR foram encontrados em todas as estirpes. Cada gene
encontrado nos bancos de dados é discutido nos préximos tépicos, de acordo com a classe dos
antimicrobianos, relacionando-os aos respectivos perfis de susceptibilidade encontrados.

A pesquisa por mutacdes em genes constitutivos realizada no banco de dados ARG-

Annot ndo resultou em nenhum achado nos 10 genomas analisados, porém, mutacGes em
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genes constitutivos, como gyrA e rpoB, por exemplo, foram encontradas usando o banco de
dados Resfinder, tendo M. tuberculosis a espécie mais proxima para comparacao.

A relacdo entre o0s genes de resisténcia encontrados nos genomas e a CIM das estirpes
determinada por difusdo em gradiente de concentracdo aos diversos antimicrobianos seréa

discutida nos topicos seguintes.

4.7.1 Resisténcia aos macrolideos e lincosamidas (MLSB)

O gene ermX (copia Unica, tamanho de 763 pb) foi o Gnico gene relacionado a
resisténcia aos macrolideos e lincosamidas encontrado em 8 genomas de C. striatum, usando
os bancos de dados de genes de resisténcia. Este gene ndo foi localizado nos genomas das
estirpes sensiveis 1954 e 1961 e da cepa tipo ATCC 6940 (Genbank n°® ACGE01000000).
Todas as estirpes ermX-positivas foram resistentes a clindamicina e a eritromicina e a CIM

para ambos 0s antimicrobianos sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Correlagdo entre a presenca do gene ermX e a CIM dos antimicrobianos
clindamicina e eritromicina nas diferentes estirpes deste estudo e na cepa tipo de C.
striatum ATCC 6940.

P Agentes Antimicrobianos (CIM mg/L)
resenca ou . Clindamicina Eritromicina
auséncia do gene Estirpes S R S R
ermX 0.5 4 0.5 2
2023, 2038, 2130, 2230,
ermX-positivas 2237, 2296, 2308 >256 >256
2425 >256 4
1954 0.12 0.03
ermX-negativas 1961 0.12 <0.015
ATCC 6940 0.5 <0.015

CIM, concentracéo inibitoria minima; S, sensivel; I, intermediario; R, resistente. Pontos de corte obtidos no
documento do CLSI M45-A (2010). O documento do BrCAST (2017) traz pontos de corte apenas para
clindamicina (S <0.5 e R >0.5) para Corynebacterium spp.

Fonte: (Da autora, 2018).

Em estudos realizados por Ortiz-Pérez et al (2010) com 256 estirpes clinicas de
Corynebacterium spp., foi encontrado o fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos MLSB
em 186 estirpes. Este fenodtipo foi associado com a presenca das enzimas metilases
codificadas pelo gene ermX em 171 estirpes. Em nossos estudos, o gene ermX foi encontrado
em 20 de 21 estirpes (Tabela 5). Todas as estirpes ermX-positivas foram resistentes aos
antimicrobianos clindamicina e eritromicina. A resisténcia aos macrolideos € principalmente

devido as enzimas metilases, que sdo codificadas pelos genes erm. Outros mecanismos de
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resisténcia, tais como, muta¢des no dominio V do gene 23S rRNA, modifica¢des de proteinas
L4 e L22, sistemas de bombas de efluxo e enzimas hidroliticas tém sido reportados em
diferentes géneros bacterianos (ORTIZ-PEREZ et al, 2010).

Em corinebactérias, o gene ermX ja foi detectado em diferentes espécies, como C.
diphtheriae, C. jeikeium, C. xerosis, C. striatum e C. pseudodiphtheriticum, em plasmideos,
transposons e cromossomo (OLENDER, 2013). Em nossas estirpes, o gene ermX foi
encontrado nos cromossomos. Na estirpe 2130, o gene ermX foi detectado no transposon
Tn5432, integrado no cromossomo, flanqueado pela 1S1249 (Figura 9), com a mesma
organizacdo descrita nos plasmideos pTP10 de C. striatum M82B (Genbank n° U21300) e
PNG2 de C. diphtheriae S601 (Genbank n°® AF492560), porém, a transposase 1ISCx1 encontra-

se incompleta, assim como em varios outros genomas deste estudo.

Figura 9 - Organizacdo genética do transposon Tn5432 encontrado na estirpe 2130, mostrando
0 gene ermX flanqueado pelas 1S1249 e adjacente ao gene ermX, a sequéncia de insergao
ISCx1 incompleta. Os tragos dentro da ISCx1 indicam que esta incompleta. ErmLP, também
denominada “leader peptide”, ¢ uma sequéncia curta de peptideos que modula a transcrigdo
ou traducdo do RNA mensageiro (TAUCH et al, 2000, TRENT; van der DONK, 2010).

2 - = 2
N e X 6) N
~ = = ) ~
7)) Q = - 7))
- - | E

Fonte: (Da autora, 2018).

As estirpes 2230 e 2237, do mesmo paciente e pulsotipo VI, apresentam organizagdes
genéticas do gene ermX diferentes. A estirpe 2237 tem quase a estrutura completa do
transposon Tn5432, carecendo da 1S1249 subjacente a ISCx1, conforme representado na
Figura 10. J& a estirpe 2230, apresenta uma CDS incompleta da proteina de ligacdo a
coenzima A (coA), pertencente a superfamilia NAT (N-acetiltransferase) de enzimas que
catalisam principalmente a transferéncia de um grupo acyl para o substrato e estdo implicadas
em uma variedade de fungdes, variando de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ao ritmo
circadiano em mamiferos (VETTING et al, 2005).
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Figura 10 - Contexto gendmico do gene ermX encontrado nos cromossomos das estirpes 2230
e 2237, do mesmo paciente e pertencentes ao pulsotipo VI. Na estirpe 2230, subjacente ao
gene ermX, ha uma CDS incompleta, que codifica a proteina de ligagdo a coenzima A (CoA).
Os tracos dentro dos genes codificantes de coA (estirpe 2230) e ISCx1 (estirpe 2237) indicam
que séo incompletas.

1S1249 ermX CoA

2230 ermLP ISCx1

Fonte: (Da autora, 2018).

Nas estirpes 2023, 2028 e 2308, a 1S1249 encontra-se adjacente ao gene ermX e
subjacente a este, composi¢Oes genéticas diferentes podem ser observadas, conforme
demonstrado na Figura 11. A 1S1249 ndo foi encontrada nas estirpes 2296 e 2425.

Figura 11 - Contexto genémico do gene ermX encontrado nos cromossomos das estirpes 2023
e 2308 (pulsotipo 1) e 2038 (pulsotipo II), com o gene parA subjacente ao gene ermX. Nas
estirpes 2023 e 2308 encontra-se a ISCx1 incompleta subjacente ao gene ermX.

1S1249 ermX ISCx1

S ) SR

2023 e 2308 (PFGE |) parh

2038 - PFGE II)

Fonte: (Da autora, 2018).

Subjacente ao gene ermX na estirpe 2038 (Figura 11), encontra-se o gene codificante
da proteina da familia ParA, implicada na segregacdo de cromossomos, que assegura a
heranca estavel do material genético antes da divisdo celular. Muitos cromossomos

bacterianos e plasmideos de baixa copia, como os plasmideos P1 e F, possuem 0s genes parA
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e parB, que codificam proteinas que atuam para garantir melhor particionamento do
cromossomo e assim uma fiel transmissdo da informacdo genética para as células filhas
(BIGNELL; THOMAS, 2001, HWANG et al, 2013). Ap6s a CDS da proteina da familia
ParA, encontra-se uma CDS incompleta de uma transposase da familia 1S3 (ndo mostrada na
figura).

A analise filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos do gene ermX mostrou
0 agrupamento das proteinas em trés clados distintos (Figura 12). A sequéncia de
aminoacidos do gene ermX da estirpe 2130 integrada no Tn5432, apresenta 100% de
similaridade com o gene ermX localizado nos genomas das espécies Bifidobacterium bifidum
BF3 e Bifidobacterium choerinum FMB-1. Estas espécies de Bifidobacterium fazem parte da
microbiota comensal de intestinos de mamiferos, aves e insetos sociais, que influenciam o
metabolismo/fisiologia do hospedeiro (DURANTI et al, 2015). A sequéncia de aminoacidos
do gene ermX da estirpe 2130 também apresenta 100% de similaridade com as sequéncias
encontradas nos genomas das estirpes multirresistentes de C. striatum 215 e 216 isoladas nos
Estados Unidos. Guirao et al (2005) detectaram o gene ermX em todos as estirpes resistentes
a eritromicina de C. jeikeium e C. amycolatum com 100% de homologia com o gene ermX de
C. striatum e C. diphtheriae.

As sequéncias de aminoacidos do gene ermX de 2023, 2230, 2237 e 2308 apresentam
100% de similaridade com as sequéncias do gene ermX encontrado no plasmideo pTP10 da
estirpe M82B de C. striatum, isolado na Italia, resistente a eritromicina e a clindamicina
(TAUCH et al, 2000).

As sequéncias do gene ermX das estirpes 2296 e 2425 sdo 100% idénticas as
sequéncias dos genes encontrados em outras espécies de Corynebacterium, como nos
plasmideos de C. resistens e C. diphtheriae e também em Propionibacterium acnes, comensal
da microbiota de pele, que tem um importante papel na patogénese da acne e em doencas
inflamatorias cronicas de pele (NGUYEN; SAH; KIM, 2018). A estirpe de C. jeikeium CJ21 e
as cepas tipo de C. urealyticum DSM 7109, C. imitans DSM 44264 e Corynebacterium
ureicelerivorans IMMIB RI1V-2301 sdo resistentes a clindamicina e a eritromicina. As demais
estirpes de corinebactérias tem fendtipos desconhecidos (MOLLMANN et al, 2014, TAUCH
et al, 2008, TIPPELT et al, 2014).
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Figura 12 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoécidos do gene ermX (253
posicdes), utilizando o método de Neighbor-Joining (p-distance). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,005% de divergéncia. As andlises filogenéticas das
sequéncias de aminoacidos do gene ermX indicam uma alta similaridade nas sequéncias entre
as nossas estirpes (destacadas em negrito) e com outras espécies de corinebactérias e outros
géneros, tais como Bifidobacterium bifidum, Propionibacterium acnes e Rothia mucilaginosa.

Corynebacterium striatum 2038

Corynebacterium striatum 2023

Rothia mucilaginosa FDAARGOS 369
— Corynebacterium striatum 2308

Corynebacterium striatum 2230
Corynebacterium striatum M82B pTP10
— 'Corynebacterium striatum 2237

Corynebacterium striatum 2130
Bifidobacterium choerinum FMB-1

— Corynebacterium striatum 216
Corynebacterium striatum 215
Bifidobacterium bifidum BF3

Corynebacterium striatum 2425

100

Propionibacterium acnes SP4

Corynebacterium resistens DSM45100 pJA144188
Corynebacterium diphtheriae S601 pNG2
65— Corynebacterium jeikeium CJ21

Corynebacterium striatum 2296
Corynebacterium urealyticum DSM7109

Corynebacterium striatum Kc-Na-01

Corynebacterium singulare IBS B52218

Corynebacterium jeikeium K411
o1 Corynebacterium riegelii PUDD83A45
65 Corynebacterium ureicelerivorans IMMIBRIV 2301
88 | Corynebacterium imitans DSM44264

0.0050

Fonte: (Da autora, 2018).
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Outros genes relacionados a resisténcia ao MLSB, como genes codificantes de
enzimas inativantes e bombas de efluxo foram pesquisados. As sequéncias de proteinas
relacionadas a resisténcia aos antimicrobianos MLSB, depositadas nos bancos de dados de
genes de resisténcia utilizados neste estudo foram submetidas ao alinhamento local pelo
Blastx no programa BioEdit Sequence Alignment Editor v. 7.2.5 (HALL, 1999), com limite
minimo de busca (30%). Apenas o gene ermX foi encontrado nos genomas, exceto nas
estirpes 1954, 1961 e na cepa tipo de C. striatum ATCC 6940. Como nenhum outro gene
relacionado a resisténcia aos antimicrobianos MLSB foi localizado, o gene ermX
provavelmente é o responsavel pela resisténcia a eritromicina (macrolideo) e a clindamicina

(lincosamida) em nossas estirpes.

4.7.2 Resisténcia as quinolonas

4.7.2.1 Gene gyrA

Estudos das sequéncias da regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR)
do gene gyrA, codificante da subunidade A da enzima girase, em estirpes de C. striatum, C.
amycolatum e C. macginleyi mostraram que a resisténcia as quinolonas esta associada com
mutacGes de natureza espontanea, dependendo do numero de mutacdes e do tipo de
aminoacido que foi substituido (SIERRA et al, 2005, EGUCHI et al, 2008, ALIBI et al,
2017).

Neste estudo, analisamos as sequéncias da regido QRDR das 21 estirpes inicialmente
investigadas, descritas na Tabela 2. Deste total, 20 estirpes foram resistentes aos
antimicrobianos ciprofloxacino e moxifloxacino, pelo método de disco-difusdo (ANEXO A),
exceto a estirpe multissensivel 2376, isolada de neonato. Todas as estirpes e a cepa tipo de C.
striatum ATCC 6940 foram entdo submetidas ao teste de suscetibilidade ao ciprofloxacino
para determinacdo da CIM por difusdo em gradiente de concentracdo e posterior comparacao
com as posicoes 87 e 91 da regido QRDR. Assim, as sequéncias de aminoacidos da regido
QRDR foram alinhadas e relacionadas a CIM de ciprofloxacino e sdo mostradas na Tabela
14. A sequéncia de aminodcidos do gene gyrA da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940

(Genbank n® AY559038) susceptivel ao ciprofloxacino foi utilizada como controle.
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Tabela 14 - Relagdo entre as mutac¢des na regido QRDR do gene gyrA e as CIMs para as
21 estirpes de C. striatum.

GyrA (aminoacido) Ciprofloxacino
N° de estirpes ]
Ser-87 Asp-91 CIM (mg/L) Fenotipo
13 Val Asp >32 R
1 Phe Asp >32 R
2 Val Asn >32 R
3 Phe Ala >32 R
1 Tyr Asp 2 Roul
1 Ser Asp 0,125 S
ATCC 6940 Ser Asp 0,094 S

QRDR, regiao determinante de resisténcia a quinolona; CIM, concentracdo inibitoria minima; R, resistente;
S, sensivel; |, intermediario; Ser, serina; Asp, acido aspartico; Val, valina; Asn, asparagina; Phe, fenilalanina;
Ala, alanina; Tyr, tirosina.
Fonte: (Da autora, 2018).

Vinte estirpes apresentaram mutacdes nas posicdes 87 e/ou 91 da regido QRDR.
Destas, apenas cinco apresentaram dupla mutacdo nas posicdes 87 e 91 simultaneamente.
Dezenove estirpes apresentaram CIM para ciprofloxacino superiores a 32 mg/L e uma estirpe
apresentou CIM = 2 mg/L. A estirpe 2376, isolada de neonato, foi a Unica sensivel ao
ciprofloxacino (CIM 0,125 mg/L) e pelo método de disco-difusdo, sendo também sensivel ao
antimicrobiano moxifloxacino pelo método de disco-difusdo (ANEXO A).

A maioria das estirpes (N=15) apresentou mutacdo apenas na posi¢do 87 da regido
QRDR. Destas, em treze estirpes 0 aminoacido trocado foi de serina (Ser) para valina (Val);
em uma estirpe, de serina (Ser) para fenilalanina (Phe) e em uma estirpe, de serina (Ser) para
tirosina (Tyr). Quando a serina (Ser) foi substituida para valina (Val) ou fenilalanina (Phe), as
CIM nestas 14 estirpes foram superiores a 32 mg/L. A estirpe 2130, que teve 0 aminoacido
serina (Ser) substituido para tirosina (Tyr), apresentou CIM = 2 mg/L. Estes achados
corroboram com estudos anteriormente publicados, em que o nivel de resisténcia as
quinolonas depende do tipo de aminoacido que foi substituido (SIERRA et al, 2005, EGUCHI
et al, 2008, ALIBI et al, 2017).

Até o0 presente momento, as combina¢cBes dos aminoédcidos Val/Asn
(valina/asparagina) nas posicGes 87 e 91 da regido QRDR do gene gyrA, respectivamente,

encontrada em duas das estirpes aqui estudadas, ndo foram descritas na literatura para as
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espécies de Corynebacterium, conferindo resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacino e
moxifloxacino.

Como demonstrado na Tabela 1, o documento M45-A2 (2010) do CLSI traz pontos de
corte apenas para o antimicrobiano ciprofloxacino. JA& o documento do BrCAST (2017),
baseado no documento do EUCAST, ndo traz pontos de corte para o antimicrobiano
levofloxacino. Devido a caréncia de pontos de corte de alguns antimicrobianos para as
corinebactérias, muitos pesquisadores utilizam os pontos de corte para Staphylococcus spp.
(ALIBI et al, 2017, BAIO et al, 2013, OLENDER, 2013). Além disso, para alguns
antimicrobianos, como ciprofloxacino, os valores de pontos de corte para definicdo de
resisténcia sdo discrepantes. Assim, a estirpe 2130 que apresentou CIM = 2 mg/L para o
antimicrobiano ciprofloxacino, pode ser interpretada como fenétipo intermediario, quando se
utiliza o documento M45-A2 do CLSI (2010) ou como fendtipo resistente, quando se utiliza o

documento do BrCAST (2017), cujos pontos de corte séo listados na Tabela 15.

Tabela 15 - Pontos de corte para quinolonas descritos nos documentos CLSI M45-A2
(2010) e BrCAST (2017)

o ) CLSI M45-A2 BrCAST
Agentes antimicrobianos
S< | R> S< | R>
Ciprofloxacino 1 2 4 1 - 1
Levofloxacino 1 2 4 1 - 1
Moxifloxacino 1 2 4 0,5 - 0,5

S, sensivel; I, intermediério; R, resistente. Devido & auséncia de pontos de corte para corinebactérias para 0s
antimicrobianos levofloxacino e moxifloxacino no documento do CLSI M45-A2, utilizamos os pontos de
corte para Staphylococcus spp., obtidos nos documentos do CLSI M100S (2016). O BrCAST ndo traz pontos
de corte para o antimicrobiano levofloxacino, entdo os pontos de corte para Staphylococcus spp. foram
utilizados.

Fonte: (Da autora, 2018).

Para as dez estirpes com 0s genomas sequenciados, a CIM para levofloxacino e
moxifloxacino foi realizada. A relacdo entre as mutacdes nas posices 87 e 91 da regido
QRDR do gene gyrA com as CIM encontradas estd mostrada na Tabela 16, comparando com
a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 susceptivel as quinolonas. Apenas duas estirpes (2296
e 2425) carream mutacgdes nas posi¢Oes 87 (Ser-serina para Phe-fenilalanina) e 91 (Asp-acido
aspartico para Ala-alanina) simultaneamente, resultando na maior CIM encontrada para o
antimicrobiano moxifloxacino (>32 mg/L). As estirpes 2023, 2038, 2230, 2237 e 2308
apresentaram mutacGes apenas na posi¢do 87 (Ser-serina para Val-valina) e os valores da CIM
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para os antimicrobianos ciprofloxacino e levofloxacino foram idénticos (>32 mg/L) e os

valores da CIM para moxifloxacino, variaram entre 4-8 mg/L.

Tabela 16 - Relacdo entre as mutagcdes na regido QRDR do gene gyrA e as CIM para as

estirpes de C. striatum com genoma sequenciado.

GyrA (aminoacidos) CIM (mg/L)
Estirpes Ser-87 Asp-91 CIP LEV MOX
2130 Tyr Asp 2 15 0,75
2296, 2425 Phe Ala >32 >32 >32
2023 > 32 >32 8
2038 > 32 >32 6
2230 Val Asp > 32 >32 8
2237 > 32 >32 4-6
2308 > 32 >32 6
1954 0,094 0,025 0,125
1961 Ser Asp 0,125 0,094 0,125
ATCC 6940 0,094 0,19 0,125

CIM, concentracdo inibitéria minima; CIP, ciprofloxacino; LEV, levofloxacino; MOX, moxifloxacino; Tyr,
tirosina; Asp, acido aspértico; Phe, fenilalanina; Ala, alanina; Val, valina. Em negrito estdo destacadas as
estirpes sensiveis as quinolonas (1954 e 1961), bem como a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940.

Fonte: (Da autora, 2018).

A estirpe 2130 anteriormente discutida, carrea mutacdo apenas na posicdo 87,
ocasionando na mudanga do amino&cido serina (Ser) para tirosina (Tyr) e na menor CIM
encontrada para o fenotipo de resisténcia ao antimicrobiano moxifloxacino (0,75 mg/L).

As estirpes 1954, 1961 e a cepa de C. striatum ATCC 6940, sensiveis as quinolonas,
ndo apresentaram mutacOes nessas posicdes. Como descrito na literatura, estas estirpes
possuem na posi¢cdo 87 o aminoacido serina (Ser) e na posi¢do 91, o aminoécido &cido
aspéartico (Asp). Uma unica mutacdo na posicdo 87 foi encontrada em seis estirpes, mas
apenas naquelas (N=5) em que houve substituicdo do aminoacido serina (Ser) para o
aminoacido valina (Val), encontramos a CIM para ciprofloxacino e levofloxacino superiores a
32 mg/L. Quando o aminoé&cido serina (Ser) foi substituido para o aminoécido tirosina (Tyr)
na posicdo 87 (estirpe 2130), as CIM para ciprofloxacino e levofloxacino foram iguais e
inferiores a 2, respectivamente. Novamente, corroborando com estudos anteriormente
publicados, em que o nivel de resisténcia as quinolonas depende do tipo de aminoacido que
foi substituido (SIERRA et al, 2005, EGUCHI et al, 2008, ALIBI et al, 2017). Apenas as
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estirpes que apresentaram dupla mutacdo (posicdes 87 e 91) na regido QRDR do gene gyrA

apresentaram CIM para moxifloxacino superiores a 32 mg/L (Tabela 16).

4.7.2.2 Genes gyrB e parC e parkE

As sequéncias do gene gyrB (topoisomerase Il), incluindo a sequéncia da cepa tipo de
C. striatum ATCC 6940 ndo apresentaram nenhuma mudanga associada a resisténcia as
quinolonas.

Buscamos as sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos dos genes parC e parE de
varias espécies, como Bacillus spp., S. aureus, E. coli, Streptococcus spp., Neisseria
meningitidis, Shigella flexneri e diversos outros géneros bacterianos, disponiveis no Genbank.
Utilizamos os algoritmos Blastn e Blastx, no programa Bioedit (limite de 30% para busca)
para a pesquisa dos genes parC e parE em nossos genomas e também nos genomas da cepa
tipo de C. striatum ATCC 6940, C. diphtheriae NCTC 13129 (Genbank n°® NC002935) e na
estirpe brasileira de C. diphtheriae BH8 (Genbank n® CP003209). Assim como nos genomas
de M. tuberculosis, H. pylori e T. pallidum (HOOPER; JACOBY, 2015), os genes parC e
parE (subunidades da topoisomerase 1V) ndo foram localizados nos genomas de C. striatum,
incluindo a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 e também nos dois genomas completos de C.

diphtheriae acima mencionados.

4.7.2.3 Genes de resisténcia mediados por plasmideos e bombas de efluxo

A busca por genes mediados por plasmideos, como o0s genes codificantes de proteinas
de protecdo ao sitio alvo (Qnr), alteracdo do antimicrobiano e por genes codificantes de

bombas de efluxo (OgxAB-QepA) ndo resultou em nenhum achado.

4.7.3 Resisténcia as tetraciclinas

A expressdo dos pares de genes tetA-tetB € um dos principais mecanismos de
resisténcia as tetraciclinas em corinebactérias. Os genes tetAB, que atuam como bomba de
efluxo da tetraciclina, conferem resisténcia a tetraciclina, a oxitetraciclina e em menor nivel,
seus outros derivados, como clortetraciclina, minociclina e doxiciclina. A bomba de efluxo
resultante da expressdo desses genes levou a resisténcia ao -lactdmico oxacilina em algumas
corinebactérias (OLENDER, 2012, SALEM et al, 2015, TAUCH et al, 1999).
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Neste estudo, investigamos a presenca dos genes tetAB por PCR nas 21 estirpes
inicialmente trabalhadas antes do sequenciamento dos genomas. Os genes tetAB ndo foram
amplificados em nenhuma das estirpes. Ap0s 0 sequenciamento dos genomas, usamos a
ferramenta Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e verificamos
que o primer da fita reversa ndo anelou em nenhuma estirpe, por isso que nao foi possivel
amplificar estes genes por PCR.

Todas as estirpes foram submetidas ao teste de suscetibilidade a tetraciclina pelo
método de difusdo em gradiente de concentracdo (ANEXO A) e apresentaram CIM menores
ou igual a 2 mg/L. As 21 estirpes foram consideradas susceptiveis a tetraciclina, mesmo
considerando a discrepancia nos pontos de corte descritos nos documentos do CLSI e
BrCAST, como demonstrado na Tabela 17.

Tabela 17 - Pontos de corte para tetraciclina descritos nos documentos CLSI M45-A2
(2010) e BrCAST (2017)

CLSI M45-A2 BrCAST
S< | R> S< | R >

Tetraciclina 4 8 16 2 - 2

O ponto de corte para definicdo de fendtipo resistente a tetraciclina descrito no documento do CLSI é oito
vezes maior que o valor descrito no documento do BrCAST, baseado no documento do EUCAST.
Fonte: (Da autora, 2018).

Agente antimicrobiano

Os genomas de C. striatum e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 foram
submetidos aos bancos de dados para pesquisa de genes relacionados a resisténcia as
tetraciclinas. Localizamos os genes tetAB apenas pelo banco de dados do NCBI nos dez
genomas deste estudo. Estes pares de genes foram primeiramente descritos no plasmideo
pTP10 de C. striatum M82B (Genbank n® AF024666). N&o localizamos estes genes na cepa
tipo de C. striatum ATCC 6940, que apresenta o fendtipo sensivel a tetraciclina (CIM = 0,25
mg/L). Quando a comparacdo desta regido da tetraciclina foi analisada, observamos uma
possivel insercdo de 217 pb na sequéncia do gene tetB das estirpes utilizadas neste estudo em

relacdo ao gene tetB de C. striatum M82B (Figura 13).
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Figura 13 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do gene tetB das estirpes de C.
striatum deste estudo e da estirpe C. striatum M82B. Em destaque a possivel insercdo no gene
tetB das estirpes de C. striatum deste estudo. Alinhamento obtido pelo Clustal W usando o
programa Bioedit.
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De acordo com a analise da sequéncia de 217 pb (Blastn — NCBI), este segmento
apresentou 99,54% de similaridade com o gene tetB da cepa tipo de Corynebacterium
singulare 1BS B52218 (Genbank n® CP010827), cujo fendétipo de suscetibilidade a tetraciclina
é desconhecido (ndo informado) e 86,17% de similaridade com o gene tetB da cepa tipo de C.
urealyticum DSM 7109, fendtipo resistente a tetraciclina. Observamos oito aminoacidos
diferentes nessa regido do gene tetB da cepa tipo C. urealyticum DSM 7109 quando
comparada com as sequéncias de aminoacidos do gene tetB de nossas estirpes e da cepa tipo
de C. singulare IBS B52218 (Figura 14). Entretanto, todas as nossas estirpes foram sensiveis

a tetraciclina.

Figura 14 - Alinhamento das sequéncias de aminoécidos do gene tetB das nossas estirpes de
C. striatum com as cepas tipo de C. urealyticum DSM 7109 e C. singulare IBS B52218. Em
destaque as diferencas de aminoacidos encontradas na regido de 217 pb de C. urealyticum
DSM 7109. Alinhamento obtido pelo Clustal W usando o programa Bioedit.
y BioEdit Sequence Alignment Editor
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Os genes tetAB fazem parte do segmento Il do plasmideo pTP10 de C. striatum
M82B. Adjacente ao tetA encontra-se o transposon Tn5432, que flanqueia o gene ermX,
relacionado a resisténcia aos macrolideos e lincosamidas em corinebactérias (TAUCH et al,
2000). Na Figura 15 encontramos a 1S1249 (que é parte do Tn5432) adjacente ao gene tetA,
exceto nas estirpes 2130, 2296 e 2425. Em estudos experimentais feitos por Tauch et al
(1999), a 1S1249 (adjacente ao gene tetA) e o gene ybhB (adjacente ao gene tetB) fazem parte
da regido de resisténcia dos genes tetAB de C. striatum M82B e sdo importantes, uma vez que
a auséncia dos fragmentos destes genes tornaram a linhagem sensivel. As sequéncias de
aminoacidos e nucleotideos da 1S1249 das estirpes deste estudo apresentaram 100% de
identidade com as sequéncias das 1S1249 das estirpes C. striatum M82B, C. jeikeium K411 e
da cepa tipo de C. urealyticum DSM 7109, apresentadas na Figura 15. As sequéncias de
aminoécidos do gene ybhB da estirpe C. striatum M82B e da cepa tipo de C. urealyticum
DSM 7109, com fendtipos de resisténcia a tetraciclina, apresentaram mutac¢des que ndo foram
encontradas nas sequéncias de aminoacidos do gene ybhB das estirpes de C. striatum deste
estudo, bem como na estirpe C. jeikeium K411, cujo fenotipo de resisténcia as tetraciclinas é
desconhecido. Estas muta¢Ges encontradas no gene ybhB podem estar relacionadas ao
fendtipo de resisténcia as tetraciclinas na estirpe de C. striatum M82B e na cepa tipo de C.
urealyticum DSM 7109, uma vez que este gene e a 1S1249 sdo importantes para a expressao
dos pares de genes tetA-tetB, como descrito por Tauch et al (1999).

Na regido dos genes tetAB encontram-se alguns genes com elevada similaridade com
proteinas codificadas no cromossomo de M. tuberculosis, como por exemplo, a proteina de
regulacdo da fosforilagdo das quinases (codificada pelo gene ybhB); a enzima didydroorotate
dehydrogenase, envolvida no transporte de nucleotideos e metabolismo, codificada pelo gene
pyrD; uma prolipoproteina hipotética (gene IppL); a enzima undecaprenil-difosfatase,
envolvida na resisténcia a bacitracina, codificada pelo gene bacA e finalmente, a proteina
andloga a glutationa, envolvida na biossintese do micotiol (codificada pelo gene cysS)
(TAUCH et al, 1999). E possivel observar na Figura 15, que a regido de resisténcia a
tetraciclina é bastante conservada entre todas as linhagens. O gene tetB em C. urealyticum e
na estirpe 1954 apresenta uma possivel insercdo de 217 pb. O gene tetA apresenta dois
fragmentos pois esta no inicio e final de dois contigs. Na estirpe C. jeikeium K411 (Genbank
n°® CR931997) é possivel observar o transposon Tn3598, com as 1S1249 flanqueando a regido

de resisténcia a tetraciclina. Nas demais estirpes, a 1IS1249 aparece apenas adjacente ao tetA.
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Figura 15 - Contextos gendmicos da regido dos genes tetAB das estirpes clinicas de C.
striatum deste estudo semelhantes aos encontrados no plasmideo pTP10 de C. striatum M82B
e a cepa tipo de C. urealyticum DSM 7109. ph, proteina hipotética. Alinhamento das
sequéncias realizado com o algoritmo Blastn no programa EasyFig.
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Além dos genes tetAB, em duas estirpes (2296 e 2425) localizamos o gene tetW, com
tamanho de 1920 pb e coOpia Unica em cada genoma. O tetW codifica uma proteina de
protecdo ao ribossomo, que reduz a suscetibilidade dos ribossomos as a¢des das tetraciclinas.
Este gene € encontrado em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (THAKER;
SPANOGIANNOPQULOS; WRIGHT, 2010).

As sequéncias do gene tetW de ambas as estirpes contem gaps que interrompem a
traducdo, resultando em proteinas de 521 aminoacidos, tamanho menor em 119 aminoacidos
quando comparadas com as sequéncias de proteinas do tetW de C. resistens DSM 45100
(Genbank n°® CP002857) e da estirpe brasileira de C. diphtheriae BH8, ambas com 639
aminoacidos. Para verificar se esses gaps encontrados em nossas sequéncias de tetW sédo
verdadeiros, oligonucleotideos foram desenhados e a regido amplificada foi sequenciada pela
metodologia de Sanger na plataforma do I0OC/Fiocruz. As sequéncias foram editadas e
analisadas. Os gaps localizam-se numa regido rica em T (timina) e foram evidenciados pelo
sequenciamento de Sanger. O alinhamento local destas sequéncias no algoritmo Blast/NCBI
mostrou 99,89% de similaridade com as sequéncias do gene tetW da estirpe brasileira de C.
diphtheriae BH8 e com a cepa tipo de C. resistens DSM 45100, além de diversas outras
espécies bacterianas. As nossas estirpes apresentam uma delecdo de timina na posicdo 246
(Figura 16), ocasionando mutagdes do tipo frameshift, que inviabiliza a expresséo do produto
génico. Este pode ser o motivo pelo qual o gene tetW ndo levou a resisténcia em nossas

estirpes.

Figura 16 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene tetW das estirpes 2296 e 2425
com a estirpe brasileira C. diphtheriae BH8 e a cepa tipo C. resistens DSM 45100. Em
destaque a delecdo da timina na posi¢ao 246 nas estirpes 2296 e 2425. Alinhamento obtido
pelo Clustal W usando o programa Bioedit.
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Em C. resistens DSM 45100, o gene tetW foi localizado no plasmideo pJA144188.
Estudos experimentais confirmaram que este gene foi o responsavel pelo fendtipo resistente a
segunda geracdo de tetraciclinas em C. resistens (SCHRODER et al, 2012). Ja a estirpe
brasileira de C. diphtheriae BHS8, pertencente ao LDCIC/UERJ e depositada na
CBAS/Fiocruz, foi cultivada em &gar sangue a 37°C/48h e realizamos o teste de
suscetibilidade a tetraciclina por difusdo em gradiente de concentracdo, conforme protocolo
descrito anteriormente. O resultado da CIM foi de >256 mg/L, qualificando-a como fenotipo
resistente a tetraciclina, de acordo com os documentos M45-A2 (CLSI, 2010) e BrCAST
(2017).

A resisténcia as tetraciclinas € comumente relatada em C. striatum (BRANDENBURG
et al, 1996, CAMPANILE et al, 2009, GOMILA et al, 2012, RENOM et al, 2007), porém,
pouco estudado é o mecanismo de resisténcia a estes antimicrobianos, sendo normalmente
associado a deteccdo dos pares de genes tetAB, que expressam uma potente bomba de efluxo.
Martinez-Martinez et al (1995) relacionaram a resisténcia as tetraciclinas a presenga do gene
tetM em 97% das estirpes de C. striatum. Esse gene codifica uma proteina de protecdo ao
ribossomo. Em todas as estirpes deste estudo, os pares de genes tetAB foram localizados. Na
maioria delas, a 1S1249 estava associada ao gene tetA e apresentou 100% de identidade com
as sequéncias da 151249 da estirpe C. striatum M82B e da cepa tipo de C. urealyticum DSM
7109, com fendtipos de resisténcia a tetraciclina. Esta IS e o gene ybhB sdo importantes para a
expressao dos genes (TAUCH et al, 1999).

4.7.4 Resisténcia aos beta-lactamicos

A resisténcia aos beta-lactdmicos em corinebactérias € muito relatada, especialmente
em surtos nosocomiais por estirpes multirresistentes de C. striatum (ALIBI et al, 2017, BAIO
et al, 2013, WANG et al, 2016). Em nosso estudo, oito das dez estirpes com genomas
sequenciados foram classificadas como multirresistentes e apresentaram susceptibilidade
variada as penicilinas, as cefalosporinas e aos carbapenémicos, conforme mostrado na Tabela
18.



Tabela 18 - Resultados das CIM dos diferentes beta-lactamicos testados por difusdo em gradiente de concentragdo para C.
striatum. Interpretacdo dos resultados de acordo com os pontos de corte obtidos no documento M45-A2 do CLSI (2010).

. L. Cepa
Classe Agente CIM (mg/L) Estirpes clinicas tipo
antimicrobiana antimicrobiano 1054 1961 2023 2038 2130 2230 2237 2296 2308 2425 ,%ngzoc

Penicilina * 012 0,25 2

PENICILINAS Oxacilina 2 2 i} 4
Ampicilina 2 8 - 16
Cefepima
(48 Geragdo) 1 2 4
Cefotaxima
CEFALOSPORINAS (3 Geragio) 1 2 4
Ceftriaxona
(32 Geracao) 1 2 4
A Imipenem 4 8 16
CARBAPENEMICOS
Meropenem 4 8 16

As cores verde, azul e amarelo indicam fendtipos sensiveis, intermediario e resistentes aos beta-lactamicos, respectivamente. S, sensivel; I, intermediario;
R, resistente; CIM, concentragdo inibitéria minima; NR, ndo realizado

! pontos de corte atualizados no documento CLSI M45-A3 (2016)

2 Devido a auséncia de pontos de corte para corinebactérias, foram utilizados os pontos de corte de Staphylococcus spp. para os antimicrobianos oxacilina e
ampicilina.

Fonte: (Da autora, 2018).
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As estirpes 1954, 2130 e 2425 (pulsotipos 1V, V e IX, respectivamente) apresentaram
susceptibilidade intermediaria a ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira geracdo, e
sensibilidade a todos os outros beta-lactamicos testados. As estirpes 2023, 2308 (ambas do
pulsotipo 1) e a estirpe 2038 (pulsotipo 1) apresentaram resisténcia a todos os beta-lactamicos
testados. Ja as estirpes 2230 e 2237 (mesmo paciente e pulsotipo VI) apresentaram resisténcia
a todas as cefalosporinas e aos carbapenémicos, e susceptibilidade variadas as penicilinas
(Tabela 18).

Buscamos por genes associados a resisténcia aos beta-lactdmicos e nenhum gene foi
localizado nos trés bancos de dados de genes de resisténcia utilizados neste estudo. No
entanto, a anotagdo automatica dos genomas realizada no servidor RAST identificou alguns
possiveis genes associados a resisténcia aos beta-lactamicos, conforme mostrado na Figura
17.

Figura 17 — Mapa da distribuicdo das categorias em subsistemas da anota¢do automatica pelo
servidor RAST. Na categoria resisténcia aos antibidticos e compostos toxicos € possivel
observar a anotacdo de quatro genes de beta-lactamases (seta vermelha).

Subsystem Information

Subsystem Statistics | Features in Subsvstem5|

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
= W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (204)
=M Cell wall and Capsule (71)
= MW Virulence, Disease and Defense (37)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
@ Resistance to antibiotics and toxic compounds (22)
Mercury resistance operon (2)
Copper homeostasis (8)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (3)
Resistance to fluoroguinolones (2)
Resistance to Vancomycin (1)
Beta-lactamase (4) t

Resistance to chromium compounds (1)

Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0)
Invasion and intracellular resistance (15)
@ M Potassium metabolism (7)
= MW Photosynthesis (0)
Miscellaneous (38)
= W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (53)
= M Iron acquisition and metabolism (23)
RNA Metabolism (78)
= W Mucleosides and Nucleotides (83)
Protein Metabolism (247)
=M Cell Division and Cell Cycle (23)
Motility and Chemotaxis (4)
= MW Regulation and Cell signaling (32)
Secondary Metabolism (4)

Fonte: (Da autora, 2018).

Os genes anotados como beta-lactamases ndo-funcionais pelo servidor RAST foram:

BL, beta lactamase; BLc, beta lactamase classe C; BLR, regulador negativo da expressao da
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beta-lactamase; bl, beta lactamase e BLIII, hidrolase dependente de metal da superfamilia 111
de beta lactamases. Associamos estes genes com o0s fenotipos obtidos neste estudo e em
nenhum deles houve uma correlacao.

A hidrélise dos antimicrobianos beta-lactdmicos pelas enzimas beta-lactamases é o
mecanismo mais comum de resisténcia para esta classe de antimicrobianos. Estas enzimas séo
classificadas pela sequéncia de proteinas em 4 classes moleculares (A, B, C e D) baseadas nos
motivos conservados dos aminoacidos (BUSH, 2013). Os estudos sobre 0s mecanismos de
resisténcia aos beta-lactdmicos em corinebactérias sdo bastante escassos. Em 2017, estudos
realizados num hospital da Tunisia, os pesquisadores associaram a resisténcia aos
antimicrobianos cefotaxime e penicilina & presenca do gene ampC, codificando uma enzima
da classe C das beta-lactmases. Além do gene ampC, foi encontrado o gene bla, que codifica
uma serina hidrolase pertencente a classe A das beta-lactamases e este foi associado a
resisténcia da penicilina também. No entanto, algumas estirpes resistentes as penicilinas e as
cefalosporinas ndo carreavam nenhum dos genes (ALIBI et al, 2017).

Este gene ampC é o mesmo gene bl anotado pelo RAST e foi encontrado em todas as
estirpes deste estudo. Assim como nas estirpes do estudo da Tunisia (ALIBI et al, 2017),
nossas estirpes ampC-positivas apresentaram fenotipos variados as penicilinas e as
cefalosporinas e ndo pOde ser associado apenas com a presenca deste gene nos genomas.
Além disso, nenhuma mutagdo nas proteinas codificadas por estes genes pode ser relacionada
as estirpes resistentes (dados ndo mostrados).

Além do gene ampC, encontramos 0 gene bla em sete estirpes. Este é 0 gene BL
anotado pelo servidor RAST (Tabela 19). Assim como ocorreu com 0 gene ampC em nossas
estirpes, ndo foi possivel relacionar os fenotipos apenas a presenga do gene bla, nem com
mutacBes ou alteracBes nas sequéncias protéicas das estirpes resistentes e sensiveis.

Um dado consistente e observado em nossos estudos, € que as estirpes bla-positivas
(2023, 2038 e 2308) que ndo possuem o gene BLR (Tabela 19), regulador negativo da
expressdo da beta-lactamase, apresentaram resisténcia a todos os beta-lactamicos testados,
com CIM superiores a 256 mg/L a todas as penicilinas e cefalosporinas, e CIM superiores a
32 mg/L para os carbapanémicos (Tabela 18). J& as estirpes 2130, 2230, 2237 e 2296, bla-
positivas e BLR-positivas, apresentaram CIM variadas a todos os beta-lactdmicos (Tabela
18). A estirpe 2130 apresenta uma terceira cépia do BLR que ndo alinha com os BLR
encontrados nas demais estirpes. Isto pode estar envolvido aos baixos niveis de CIM aos
antimicrobianos beta-lactdmicos nesta estirpe, quando se compara com as CIM das demais

estirpes que apresentam duas copias do BLR. Esta possivel relacdo do gene bla e a expressao
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do regulador BLR nunca antes foi documentada e necessita de estudos experimentais futuros

para comprovar esta hipétese.

Tabela 19 - Genes BLR e bla (BL) encontrados nas estirpes deste estudo

Estirpes BLR bla (BL)
1954 - -
1961 - -
2425 +(2) -
2023 - +
2038 - +
2308 - +
2130 +(3) +
2230 +(2) +(2)
2237 +(2) +
2296 +(2) +

+ presenca; - auséncia. O nimero entre parénteses indica a quantidade de copias encontradas nos genomas.

Fonte: (Da autora, 2018).

Observamos que nas sete estirpes, o contexto genémico em que o gene bla encontra-se

inserido é o mesmo (Figura 18). Adjacente a ele encontra-se o regulador transcripcional da

familia LysR, que funciona como um regulador positivo para a expressdo do gene blaB para

beta-lactamase e uma variedade de genes, incluindo aqueles envolvidos em fungdes

relacionadas a viruléncia, mobilidade e metabolismo (SHEEHAN et al, 2015). Subjacente ao

gene bla, encontra-se uma PBP-2, com dominio de transpeptidase, altamente conservada nas

setes estirpes, com um aminoacido diferente na posicdo 82 da estirpe 2130 (mutacdo de

isoleucina para treonina).

Figura 18 — Contexto gendmico do gene bla encontrado nas estirpes. LysR, regulador
transcricional da familia LysR; bla, beta-lactamase A; PBP-2,

penicilinas.

LysR

=
=

-

Fonte: (Da autora, 2018).

proteina de ligacdo as
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A busca por alteragdes de PBP associadas a resisténcia aos beta-lactdmicos em C.
resistens DSM 45100, C. glutamicum ATCC 13042 e C. jeikeium K411 (LAVOLLAY et al,
2009, SCHRODER et al, 2012, VALBUENA et al, 2007) foi realizada. Alteracdes nas PBP
relatadas nessas espécies ndo foram encontradas nas estirpes deste estudo.

Os carbapenémicos (imipenem, meropenem, doripenem e ertapenem) tém um amplo
espectro de atividade e sdo relativamente estaveis a hidrolise pela maioria das beta-
lactamases. Mas as metalobeta-lactamases (MBL) sdo capazes de hidrolisar eficientemente
todos os beta-lactamicos, com exce¢do dos monobactamicos. Essas enzimas, que pertencem a
classe B da classificagdo estrutural das beta-lactamases, exigem céations divalentes,
geralmente zinco, como cofatores de metais para atividade enzimética e sdo inibidos por
guelantes de metais, como o etilenodiamina tetra acético (EDTA). Em algumas bactérias, as
MBL séo codificadas por genes que fazem parte do cromossomo ou por genes heterélogos
adquiridos por transferéncia de elementos genéticos méveis (BRANDT et al, 2017, BUSH,
2013, SHEIKH et al, 2014). Outro mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos é a
expressao dos sistemas de efluxo. Em P. aeruginosa, estes sistemas pertencem a familia
resistance nodulation cell division (RND) e permitem a remoc¢édo de moléculas para o exterior
celular a partir de aberturas de um canal que atravessa as membranas interna e externa da
bactéria (ARABESTANI et al, 2015).

A resisténcia ao imipenem em estirpes de C. striatum tem sido relatada em alguns
paises, como o Japao (OTSUKA et al, 2006), a Espanha (GOMILA et al, 2012, RENOM et al,
2014) e a Italia (CAMPANILE et al, 2009), mas nenhum mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos foi descrito ainda. Em nossas estirpes inicialmente estudadas, 14 das 21
estirpes (66,7%) foram resistentes ao imipenem. Das 10 estirpes com genomas sequenciados,
cinco mostraram resisténcia ao imipenem e meropenem, com CIM superiores a 32 mg/L.
Esses dados indicam que a terapia combinada que inclui o imipenem para o tratamento de
infeccdes por C. striatum multirresistente no Brasil deve ser mais prudente.

O gene BLIII anotado pelo servidor RAST, que codifica a hidrolase dependente de
metal da superfamilia Ill de beta lactamases, foi encontrado nas dez estirpes e também néo
pOde ser associado ao fendtipo resistente, j& que as estirpes sensiveis aos carbapenémicos
carream este genes.

Nos trés bancos de dados de genes de resisténcia aqui analisados, usando limites de
busca de 30% para as sequéncias nucleotidicas e proteicas, ndo conseguimos encontrar
nenhuma MBL que pudesse ser associada aos fenotipos resistentes. Realizamos uma nova

pesquisa por beta-lactamases usando as sequéncias de proteinas do banco de dados do NCBI,
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Beta-lactamase Data Resource (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-
data-resources/) e nenhum gene de beta-lactamase foi localizado em nossos genomas. Além
dessas pesquisas, buscamos por homdlogos de bombas de efluxo, como MexAB-OprM, um
dos maiores sistemas de efluxo encontrado em P. aeruginosa (ARABESTANI et al, 2015),
cujas sequéncias encontram-se depositadas no banco de dados Antibiotic Resistance Genes
Database (LIU; POP, 2009), pertencentes a superfamilia RND, anteriormente descrita e

nenhum gene relacionado foi encontrado em nossas estirpes.
4.7.5 Resisténcia ao cloranfenicol

O gene cmx, responsavel pela resisténcia ao cloranfenicol nas corinebactérias, foi
primeiramente descrito como parte do segmento Il do plasmideo pTP10 em C. striatum,
inserido no transposon Tn5564. Este transposon é constituido pela ORF 1, codificante de uma
proteina de efluxo transmembrana do cloranfenicol; ORF 2, homdloga a transposase da
IS5564, identificada em P. nicotinovorans e Bordetella pertussis, conforme mostrado na
Figura 19 (TAUCH et al, 1998).

Figura 19 - Organizacdo genética do transposon Tn5564, da estirpe de C. striatum M82B,
sendo a ORF2 a sequéncia codificante da transposase 5564.
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Fonte: (TAUCH et al, 1998).

Neste estudo, investigamos a presenca do gene cmx por PCR nas 21 estirpes
inicialmente trabalhadas antes do sequenciamento dos genomas (Tabela 5). O gene cmx nao
foi amplificado apenas na estirpe 2376, a Unica com feno6tipo sensivel ao cloranfenicol pelo
método de disco-difusdo (ANEXO A). Nas estirpes que tiveram o genoma sequenciado, 0

gene cmx ndo foi encontrado apenas nas estirpes 1954, 1961 e na cepa tipo de C. striatum


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-data-resources/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-data-resources/
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ATCC 6940, que apresentaram fenotipos sensiveis ao cloranfenicol. A susceptibilidade ao
disco de cloranfenicol (30 pg) foi testada utilizando os pontos de corte de Staphylococcus
spp., definidos pelo documento BrCAST (2017), devido a auséncia de pontos de corte deste
antimicrobiano para as corinebactérias.

O gene cmx, com tamanho de 1176 pb, apresentou contextos gendémicos distintos nos
oito genomas em que foi encontrado, incluindo entre as estirpes do mesmo pulsotipo. Os
genes cmx encontrados nas estirpes 2023 e 2130 estdo dentro do transposon Tn5564, com as
IS1513 e 1S5564 flanqueando o gene cmx. Este gene nas estirpes 2023 e 2130 alinha com
100% de identidade uma regiéo de 2696 pb com o Tn5564 (tamanho 3.587 pb) encontrado no
plasmideo pTP10 de C. striatum M82B, uma vez que a 1S5564 encontra-se incompleta em
nossas estirpes. O Tn5564 da estirpe 2130 néo carrea 0 cm1A (leader peptide), o0 que sugere

que este pode ter sofrido um rearranjo (Figura 20).

Figura 20 — Comparagdo entre os Tn5564 encontrado no plasmideo pTP10 de C. striatum
M82B com as estirpes 2023 e 2130 deste estudo. Os tracos internos da 1S5564 das estirpes
2023 e 2130 indicam que estdo incompletas (ndo estdo localizadas no fim ou inicio do contig).
Figura gerada a partir do alinhamento local (Blastn) das 3 estirpes obtida no programa
EasyFig (SULLIVAN; PETTY; BEATSON, 2011).
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Fonte: (Da autora, 2018).

E importante ressaltar que as estirpes 2230 e 2237, do mesmo paciente e pulsotipo,
apresentaram numero de copias deste gene diferente (Figura 21). A estirpe 2237 tem duas
copias do gene cmx em diferentes regides dos genomas com contextos genémicos distintos da
estirpe 2230.
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Figura 21 — Contexto gendmico do gene cmx nas estirpes 2230 e 2237, do mesmo paciente e
pulsotipo. Os tragos internos da 1S5564 indicam que estas sequéncias estdo incompletas (ndo
estdo localizadas no inicio ou fim do contig). resA, gene codificante da resolvase A; prod.
indefinido, produto indefinido.

integrase cmx 1S5564

2230

prod. indefinido omx 1S5564

2237

resA 185564

m
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Fonte: (Da autora, 2018).

As duas cOpias do gene cmx nas estirpes 2237 apresentaram contextos genémicos
distintos (Figura 21). Ambas possuem as 1S5564 incompletas subjacentes ao gene cmx, mas
em uma delas, adjacente ao gene cmx um gene anotado como produto indefinido pelo NCBI,
de 1217 pb e 97% de identidade com a transposase da familia 1S3, encontrada nos genomas de
C. striatum Kc-Na-01 (Coréia do Sul), 215 e 216 (estirpes clinicas multirresistentes dos EUA)
e 95% de identidade com a mesma transposase na estirpe C. aurimucosum ATCC 700975.

Nas estirpes 2237, 2296 e 2308, a regido em que 0 gene cmx encontra-se tem a mesma
organizacdo geneética (Figura 22). Em todos eles a 1S5564 incompleta encontra-se adjacente
ao gene cmx. Nas estirpes 2296 e 2308 (contig 46), a 1S5564 encontra-se localizada no final e
inicio do contig, respectivamente. A estirpe 2308 tem duas copias do gene cmx em regides
distintas do genoma, mas apresentaram a mesma organizacdo. No contig 46, adjacente a

regido do cmx encontra-se uma regido repetitiva de CRISPR, de 1188 pb.
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Figura 22 — Contexto gendmico do gene cmx nas estirpes 2237, 2296 e 2308. Os tracos
internos da 1S5564 indicam que estdo incompletas. Nas estirpes 2296 e 2308 (contig 46), a
IS5564 encontra-se localizadas no final e inicio do contig, respectivamente. Figura gerada a
partir do alinhamento local (Blastn) das 3 estirpes obtida no programa EasyFig (SULLIVAN;
PETTY; BEATSON, 2011).
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Fonte: (Da autora, 2018).

A anélise filogenética do gene cmx mostrou o agrupamento das sequéncias de
aminoacidos em 3 clados diferentes (Figura 23), todos conferindo resisténcia ao
cloranfenicol. Num clado, as sequéncias de proteinas apresentam 100% de similaridade com
as sequéncias de C. striatum de outros paises, como Estados Unidos (C. striatum 215) e
Espanha (C. striatum CS4933). Em outro grupo, as sequéncias das estirpes 2023, 2130, 2296
e 2425 alinharam com 100% de similaridade com as sequéncias das cepas tipo de C. jeikeium
ATCC 43734 e C. urealyticum DSM 7109 (ambas resistentes ao cloranfenicol) e com a

estirpe de P. aeruginosa PA0905 (resistente ao cloranfenicol).
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Figura 23 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoécidos do gene cmx (386
posicdes) utilizando o método de Neighbor-Joining (p-distance). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,002% de divergéncia. Para a construcdo desta arvore
filogenética foram utilizadas as sequéncias de aminoacidos do gene cmx de diversas espécies
de corinebactérias e outras espécies que apresentaram alta similaridade com as sequéncias das
estirpes de C. striatum deste estudo, destacadas em negrito.
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Pseudomonas aeruginosa CCBH 4851
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Fonte: (Da autora, 2018).

O gene cmx é responsavel por codificar uma proteina de efluxo do cloranfenicol e tem
sido encontrado em transposons, plasmideos e genomas de diversas espécies de
Corynebacterium (SCHRODER et al, 2012, MOLLMANN et al, 2014, TAUCH et al, 2008).
Exceto na estirpe 2425, em que o gene cmx esta flanqueado por duas proteinas hipotéticas, nas
demais a 1S5564 estava sempre associada ao gene cmx. A associacdo da 1S5564 indica que o
Tn5564 pode ter sofrido um rearranjo genémico. Contudo, em duas estirpes (2023 e 2130 -
pulsotipos | e V, respectivamente), o gene cmx foi localizado inserido no transposon Tn5564,

integrado nos cromossomos (Figura 20). Em todas as estirpes o gene cmx foi localizado
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inserido nos cromossomos. Embora com contextos genémicos e alelos distintos (mesmo entre
as estirpes do pulsotipo I, 2023 e 2308), todas as estirpes apresentaram fenotipos de
resisténcia ao cloranfenicol.

Poucos estudos relataram a resisténcia ao cloranfenicol em corinebactérias, uma vez
que este antimicrobiano ndo € utilizado no tratamento sistémico de infec¢Bes causadas por
estes micro-organismos. Ubaldi et al (2004) relataram que 61,0% das estirpes de
Corynebacterium spp., incluindo C. striatum, isoladas de infeccdes hospitalares apresentaram
o fenotipo de resisténcia ao cloranfenicol. Outro estudo sobre infecgdes de feridas de pele
causadas por Corynebacterium spp., incluindo C. striatum, mostrou a presenca de 71,7% das
estirpes resistentes ao cloranfenicol (OLENDER; LETOWSKA, 2010). Olender (2013)
mostrou que a resisténcia ao MLSB estd relacionada com o fendtipo de resisténcia ao
cloranfenicol, a tetraciclina e ao sulfametoxazol em estirpes isoladas do trato respiratério. Por
outro lado, Das et al (2016) mostraram que corinebactérias, incluindo a espécie C. striatum,
foram importantes agentes infecciosos de ceratite ocular na india, sendo o cloranfenicol um
dos antimicrobianos utilizados para o tratamento destas infeccdes. Neste estudo foi
encontrada resisténcia de 40,10% ao cloranfenicol entre as corinebactérias com genomas

sequenciados.

4.7.6 Resisténcia aos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos constituem a segunda linha de tratamento ou antimicrobianos
complementares usados para o tratamento de infeccBes causadas por corinebactérias. O
mecanismo mais prevalente de resisténcia aos aminoglicosideos em corinebactérias é por
inativacdo por modificacdo enzimatica (NAVAS et al, 2016). Anteriormente ao
sequenciamento dos genomas, as 21 estirpes de C. striatum inicialmente estudadas foram
submetidas a pesquisa por PCR do gene aphA, associado a resisténcia aos aminoglicosideos.
Este gene codifica a enzima fosfotransferase que inativa os aminoglicosideos por modificagdo
enzimatica (SHI et al, 2013). Inicialmente, um amplicon foi purificado, sequenciado,
analisado e utilizado como controle-positivo para as demais reacdes de PCR. Amplificamos o
gene aphA em 20 das 21 estirpes. Apenas a estirpe 2376, isolada de neonato, foi aphA-
negativa. Até aquele momento, apenas a gentamicina havia sido testada, pelo método de
disco-difusdo. A estirpe 2376 (aphA-negativa) foi sensivel & gentamicina e duas estirpes
(2130 e 2425) aph-positivas foram sensiveis a gentamicina, o que levou-nos a pensar que

estas estirpes poderiam ter mutacdes afetando o gene aphA ou a sua regido promotora.
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A partir do sequenciamento de alta vazdo de dez estirpes foi possivel conhecer o
contexto gendmico dos genes de resisténcia aos aminoglicosideos e investigar sobre seus
mecanismos de resisténcia. Submetemos os genomas, incluindo o da cepa tipo de C. striatum
ATCC 6940 aos bancos de dados de genes de resisténcia. No banco de dados Resfinder,
buscamos por mutacBes associadas a resisténcia aos aminoglicosideos em M. tuberculosis, a
espécie mais proxima filogeneticamente ao C. striatum depositada no banco de dados.

Encontramos 0s genes strA-strB, também denominados aph(3”)-1b e aph(6)-Id,
respectivamente, que conferem resisténcia a estreptomicina e o gene aph(3’)-la, que confere
resisténcia & kanamicina, & gentamicina, & neomicina, a ribostamicina, a paromicina e a
lividomicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010, SHI et al, 2013). Além destes genes,
mutacBes nas posices 799 e 1406 do gene 16S rRNA foram encontradas relacionadas a
resisténcia aos aminoglicosideos em M. tuberculosis (SANDGREN et al, 2009). Tais genes
foram encontrados nas estirpes deste estudo, exceto em 1954, 1961 e na cepa tipo C. striatum
ATCC 6940, com fenotipos de sensibilidade aos aminoglicosideos (Tabela 12)

Como nos demais genes de resisténcia anteriormente discutidos, 0s genes de
resisténcia aos aminoglicosideos apresentaram contextos genémicos distintos, mesmo entre as

estirpes do mesmo pulsotipo (Figura 24).
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Figura 24 — Contexto genémico dos genes aph(3’)-la, strA e-strB, envolvidos na resisténcia aos aminoglicosideos nas oito estirpes
multirresistentes de C. striatum.
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Em cinco estirpes (2023, 2038, 2130, 2230 e 2237), 0s genes strA (837 pb) e strB (840
pb) estdo localizados préoximos a regido de resisténcia ao cloranfenicol (gene cmx). Nas
demais estirpes (2296, 2308 e 2425), adjacente aos genes strA-strB encontra-se 0 gene
incompleto codificante da proteina putativa de mobilizacdo e uma transposase ainda néo
descrita pertencente a familia 256. A referida transposase contém diversas sequéncias de
insercdo presentes em cromossomos e transposons de diversas espéecies de corinebactérias e
encontradas também em Actinomyces turicensis. Observamos que 0s genes strA-strB sdo
altamente conservados e apresentam 100% de similaridade entre si e com 0s genes
encontrados em outros géneros bacterianos, como Salmonella enterica, Vibrio alginolyticus,
Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, E. coli e outros, sugerindo uma possivel
transferéncia lateral destes pares de genes, hipotese reforcada pela proximidade a diversos
elementos genéticos maveis.

O banco de dados Resfinder encontrou mutacdes associadas a resisténcia a
estreptomicina em M. tuberculosis na posicdo 799 do gene 16S rRNA das nossas estirpes
resistentes a estreptomicina, que carream 0s genes strA-strB. Recuperamos o gene 16S rRNA
dos nossos genomas usando o servidor RNAmmer 1.2 (LAGESEN et al, 2007), que faz
predicdo dos genes ribossomais (5S, 23S e 16S). Esta mutacdo foi observada em oito estirpes,
ocasionando na mudanca de citosina para tirosina. Entretanto, as estirpes sensiveis a
estreptomicina 1954, 1961 e a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 ndo apresentaram esta

mutacédo (Tabela 20).

Tabela 20 - Relacédo entre a mutagédo na posi¢do 799 do operon ribossomal 16S com a
presenca dos genes strA-strB e o perfil de suscetibilidade a estreptomicina de dez estirpes
desse estudo e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940.

Estirpes Mutacédo na posicéo 799 do | Deteccdo dos genes Perfil de susceptibilidade a
16S rRNA iC > Ti strA-strB estreitomicina ilO |iii
2023 Sim Sim Resistente
2038 Sim Sim Resistente
2130 Sim Sim Resistente
2230 Sim Sim Resistente
2237 Sim Sim Resistente
2296 Sim Sim Resistente
2308 Sim Sim Resistente
2425 Sim Sim Resistente

Em amarelo as estirpes com mutagdes na posicdo 799 do gene 16S rRNA e carreadoras dos genes StrA-strB,
todas resistentes a estreptomicina.
Fonte: (Da autora, 2018).
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O teste de susceptibilidade a estreptomicina (10 pg) pelo método de disco-difusao foi
realizado conforme protocolo descrito anteriormente. Devido a auséncia de pontos de corte
para corinebactérias para este antimicrobiano, utilizamos os pontos de corte para
enterobactérias definidos pelo documento M100S do CLSI (2016).

Né&o existe nenhuma correlacdo na literatura entre a mutagdo na posi¢éo 799 do operon
ribossomal 16S e a presenca do gene strA-strB em corinebactérias. Acreditamos que apenas a
mutacdo na posicdo 799 ndo seja suficiente para expressar o fendtipo da resisténcia a
estreptomicina, como ocorre em M. tuberculosis (SANDGREN et al, 2009), sendo necessario
carrear os genes strA-strB.

O gene aph(3’)-la, anteriormente amplificado por PCR em 20 das 21 estirpes, com
tamanho de 816 pb, apresentou valores acima de 99,50% de identidade com as sequéncias
nucleotidicas do gene aph(3’)-la de outras corinebactérias, como C. imitans DSM 44264
(cepa tipo, resistente a kanamicina), C. striatum M82B (fenétipo de suscetibilidade aos
aminoglicosideos ndo informado), C. urealyticum DSM 7111 (resistente a gentamicina) e com
outros géneros bacterianos, como Providencia stuartii PsB3, Pseudomonas putida HB3267,
resistentes a gentamicina e outros géneros.

Nas estirpes 2038, 2130, 2230 e 2308, o gene aph(3’)-la encontra-se flanqueado pela
IS15D1V, isolada pela primeira vez no plasmideo pBP11 de Salmonella typhimurium
(NUCKEN; HENSCHKE; SCHMIDIT, 1990). J& na estirpe 2230 (clone da estirpe 2237) e
2023 (clone da estirpe 2308), a 1IS15DIV encontra-se apenas subjacente ao gene aph(3’)-la
(Figura 24). Em todas as estirpes, a transposase da familia Tn3 estava associada a regido de
resisténcia aos aminoglicosideos. Esta transposase possui 977 aminoacidos e apresenta 99%
de identidade com C. striatum e outras espécies, como Salmonella enterica, P. putida,
Acinetobacter radioresistens, Klebsiella pneumoniae, entre outras. Esta transposase contém
um dominio DUF4158, similar a transposase encontrada no transposon Tn3 de E. coli e mais
3 dominios com residuos carboxilados que parecem ser 0s responsaveis por coordenar ions de
metal que sdo necessarios para a catélise. As transposases se ligam ao final do transposon e
catalisam o movimento do transposon para outra parte do genoma (NESMELOVA,;
HACKETT, 2010).

Todas as estirpes e a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 foram submetidas ao teste
de susceptibilidade aos antimicrobianos gentamicina e amicacina para determinacdo da CIM
por difusdo em gradiente de concentracdo. As estirpes 2130 e 2425 foram sensiveis ao
aminoglicosideo gentamicina, apesar de possuirem o gene aph(3’)-la. A correlacdo entre a

presenca do gene aph(3’)-la e a CIM dos antimicrobianos gentamicina e amicacina nas
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estirpes estudadas e na cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 encontradas nas estirpes é

mostrada na Tabela 21.

Tabela 21 - Correlacéo entre a presenca do gene aph(3’)-la e a CIM dos antimicrobianos
gentamicina e amicacina nas estirpes e na cepa tipo ATCC 6940.

Agentes Antimicrobianos (CIM mg/L)
Presenca ou

auséncia do gene Estirpes .. L

aph(37)-la- Gentamicina Amicacina
2023, 2038, 2296 >1024 >256
aph(3’)-la- 2230, 2237, 2308 >256 >256
positivas 2130 0,12 0,25
2425 0,12 0,125
, 1954 0,06 0,19
“ﬁf(it.)vii 1061 0.12 0.19
g ATCC 6940 <0,06 0,094

CIM, concentracdo inibitéria minima. Em destaque (negrito) as estirpes resistentes aos aminoglicosideos
conforme interpretacdo dos documentos do CLSI M45-A2 (2010) e BrCAST (2017)
Fonte: (Da autora, 2018).

Os documentos do CLSI M45-A2 (2010) e o BrCAST (2017) trazem apenas 0s pontos
de corte para CIM para o antimicrobiano gentamicina. Foi observado que apesar dos pontos
de corte para gentamicina em ambos os documentos serem muito discrepantes (Tabela 22),
ndo ocorreu alteraces dos perfis de susceptibilidade a este antimicrobiano. Os pontos de
corte para CIM do antimicrobiano amicacina de Staphylococcus spp. foram utilizados e sdo

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 - Pontos de corte para aminoglicosideos descritos nos documentos CLSI M45-A2
(2010) e BrCAST (2017)

o ) CLSI M45-A2 BrCAST
Agentes antimicrobianos
S< | R> S< | R>
Gentamicina 4 8 16 1 - 1
Amicacina 16 32 64 8 16 16

S, sensivel; I, intermediério; R, resistente. Devido & auséncia de pontos de corte para corinebactérias para 0s
antimicrobianos levofloxacino e moxifloxacino, utilizamos os pontos de corte para Staphylococcus spp. (em
destaque) obtidos nos documentos do CLSI M100S (2016) e BrCAST (2017).

Fonte: (adaptado de BrCAST, 2017, CLSI, 2016).

As sequéncias nucleotidicas do gene aph(3’)-la foram alinhadas. Notamos que as
estirpes 2130 e 2425, aph(3’)-la-positivas, sensiveis a gentamicina e a amicacina,
apresentaram mutacgdes nucleotidicas ha mesma posicdo e que estas ndo alteraram a traducéo
para aminoacidos. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos mostrou que as sequéncias

de todas as estirpes séo 100% idénticas. A busca por mutacGes no operon ribossomal 16S foi
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relacionada e a correlagdo com a presenca do gene aph(3’)-la com os perfis de

susceptibilidade aos aminoglicosideos esta mostrada na Tabela 23.

Tabela 23 - Relacdo entre a mutacdo na posicdo 1406 do operon ribossomal 16S e a
presenca do gene aph(3’)-la e os perfis de suscetibilidade a gentamicina e amicacina
amicacina de dez estirpes desse estudo e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940.
Mutacédo na posi¢do
Estirpes 1406 do 16S rRNA
(A>G)

Detecgéo do gene Perfil de susceptibilidade a
aph(3’)-la gentamicina e amicacina

Sensivel

Em amarelo a estirpe 2130, carreadora do gene aph(3’)-la ndo apresenta mutacdo na posi¢do 1406 do 16S
rRNA, sensivel & gentamicina e amicacina.
Fonte: (Da autora, 2018).

A resisténcia ao aminoglicosideo amicacina em M. tuberculosis, género relacionado as
corinebactérias, estd associada a mutagdo na posi¢do 1406 do gene 16S rRNA (substituicdo de
adenina para guanina). Até o0 momento, nao existe correlacdo de mutagdes na posigdo 1406 do
operon ribossomal 16S com a presenca do gene aph(3’)-la, que codifica uma enzima
modificante do aminoglicosideo e é comumente adquirido por transferéncia lateral. Na
literatura, encontramos apenas a correlagdo entre esta mutagéo e a resisténcia a amicacina, em
M. tuberculosis (INAWALI et al, 2013).

Os trés genomas completos de C. striatum depositados no NCBI (Genbank n°
CP021252; CP024931 e CP024932) apresentam 4 cdpias do gene 16S rRNA. Recuperamos
duas copias do gene 16S rRNA no genoma da estirpe 2425 usando o banco de dados
RNAmmer. Na posi¢do 1379, a mesma apresenta a base guanina (G) nas duas cépias do gene
16S rRNA (Figura 25). Esta estirpe apresenta subpopulacdes resistentes a gentamicina a
partir de 48h de incubacdo. A leitura foi realizada com 24h conforme determinacdo do
documento do CLSI M45-A2 (2010) e o perfil de susceptibilidade foi determinado como
sensivel, com CIM = 0,12 mg/L (Tabela 21). Como a espécie C. striatum e demais espécies
de corinebactérias possuem 4 copias do gene 16S rRNA, acreditamos que as demais copias

ndo recuperadas na montagem do nosso genoma possam ter alguma mutacao nesta posicao.
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As demais estirpes sensiveis a gentamicina e a amicacina (1954, 1961, 2130) e a cepa tipo de
C. striatum ATCC 6940 ndo apresentaram mutacfes na posicao 1379 do operon ribossomal
16S (Figura 25), entretanto, a estirpe 2130 carrea 0 gene aph(3’)-la. Estudos futuros de
mapeamento das reads para recuperar todas as sequéncias do gene 16S rRNA serdo realizados
para comprovar esta hipétese das mutagdes no operon ribossomal e a presenca dos genes

relacionados a resisténcia aos aminoglicosideos.

Figura 25 - Alinhamento dos genes 16S rRNA recuperados no servidor RNAmmer dos
genomas de C. striatum e da cepa tipo da espécie (Genbank n°® X84442). Em destaque as
cepas sensiveis a gentamicina e a amicacina, com adenina (A) na posicdo 1379,
correspondendo a posicdo 1406 do gene 16S rRNA de M. tuberculosis. A estirpe 2425
apresenta a base G na posicdo 1379, mesmo apresentando fendtipo sensivel aos
aminoglicosideos testados.
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Fonte: (Da autora, 2018).

A resisténcia aos aminoglicosideos em M. tuberculosis também pode estar relacionada
as mutacdes nos codons 43 e 88 da proteina ribossomal S12 (124 aminoacidos), codificada
pelo gene rpsL. Buscamos por essas mutagfes e encontramos uma substituicdo do aminoacido
arginina (R) para lisina (K) no codon 88 das estirpes resistentes (Figura 26), porém, a estirpe
2130, sensivel & gentamicina e a amicacina tem a mesma sequéncia de aminoécidos (100% de
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similaridade) das estirpes resistentes. Ndo encontramos mutagdes na posicdo 43 da proteina

ribossomal S12.

Figura 26 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina ribossomal S12 (124
aminoacidos) das estirpes deste estudo e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940. Em
destaque, as estirpes sensiveis a gentamicina e a amicacina. No alinhamento é possivel
observar que a estirpe 2130, também sensivel aos aminoglicosideos testados, sofreu a mesma
mutacdo que as estirpes resistentes, tem o aminoacido arginina (R) na posi¢do 88, enquanto as
sensiveis (destacadas) tem o aminoacido lisina (K) nesta posicéao.

%" Biokdit Sequence Alignment Editor

£ I DIT §onq =ENEEEINIE
J I rrTrTow I TrruTnw I TTr
R =1v] S0

15961 VLVE BT ILEGV

1554 . .

2425

C. striatum ATCCES40

2023 LB.

2038 LEB.

2130 LEB.

2230 LE.

2237 LB.

22596 LE.

2308 e a ..F...

Clustal Conssensus o o e o o o o o o o o o o o

Fonte: (Da autora, 2018).

Em duas estirpes (2130 e 2425) sensiveis aos antimicrobianos gentamicina e
amicacina, ndo foram observadas mutacfes na sequéncia de proteinas do gene aph(3’)-la. O
contexto gendmico deste gene ndo apresenta discordancias quando comparado com as estirpes
resistentes. Exceto nas estirpes 2023 e 2130, nas demais estirpes, 0 gene aph(3’)-la estava
associado a uma integrase incompleta. O alinhamento da sequéncia deste fragmento de
integrase apresentou 100% de identidade em todas as estirpes. As mutacdes na proteina
ribossomal S12 também ndo puderam ser correlacionadas com os fenotipos resistentes, uma
vez que a estirpe 2130 apresenta a mesma mutagdo que as resistentes. Quanto as mutagdes na
posi¢do 1379 do operon ribossomal 16S, serdo necessarios estudos de mapeamento de reads
para recuperar todas as copias deste gene e investigar essa correlacdo com a presenca do gene
aph(3’)-la.

O gene aac(3)-XI, codificante da enzima N-3 acetiltransferase, recentemente descrito
em C. striatum (GALIMAND et al, 2015) foi encontrado em 44 de 64 estirpes de C. striatum
em estudo realizado na Espanha (NAVAS et al, 2016). Em nossos estudos, uma proteina

anotada como N-acetiltransferase foi encontrada na maioria das estirpes, exceto 1954, 1961 e
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2425. A sequéncia de aminoécidos de nossas estirpes alinhou um fragmento (71/136
aminoacidos) com a sequéncia de proteinas do gene aac(3)-XI (Genbank n® CTEG01000046)
de C. striatum, com 52% de identidade, sugerindo que esta pode ser uma enzima N-
acetiltransferase ainda ndo descrita. O gene codificante dessa provavel nova enzima esta
localizado proximo a regido de resisténcia da tetraciclina nas estirpes 2023, 2296 e 2308. Nas
demais, encontra-se em regides distantes dos genes de resisténcia aqui estudados e em regides
distintas dos genomas.

Em todas as estirpes, 0s genes relacionados a resisténcia aos aminoglicosideos estao
associados a presenca de elementos genéticos méveis e a elevada similaridade de alguns
destes com outras espécies, como S. enterica, P. putida, A. radioresistens entre outras,
indicando que estes genes podem ter sido adquiridos por transferéncia lateral. Os
aminoglicosideos sdo a segunda linha de tratamento de infec¢Bes por corinebactérias e séo
considerados antibiéticos complementares ao tratamento de infecgdes por C. striatum
multirresistente (NAVAS et al, 2016).

4.7.7 Resisténcia a rifampicina

As sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos do gene rpoB, que codifica a
subunidade beta da RNA polimerase, foram analisadas. A arvore filogenética baseada nas
sequéncias nucleotidicas do gene rpoB (Figura 27) das estirpes de C. striatum e da cepa tipo
ATCC 6940 mostrou que as estirpes resistentes a rifampicina (2023, 2038 e 2308) agruparam-
se em um clado distinto das estirpes sensiveis a rifampicina e da cepa tipo ATCC 6940,

também sensivel a rifampicina.
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Figura 27 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene rpoB (3.494
posicdes) das estirpes de C. striatum deste estudo e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940,
utilizando o método de Neighbor-Joining (Kimura 2 parametros). Valores de Bootstrap com
1000 réplicas. Barra de escala indica 0,001% de divergéncia. As estirpes resistentes a
rifampicina (2023, 2038 e 2308) agruparam-se em um clado distinto das demais estirpes.
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55 | C. striatum ATCC 6940

100

0.001

Fonte: (Da autora, 2018).
As sequéncias do gene rpoB foram traduzidas em aminoacidos e alinhadas (Figura

28). Observamos o alinhamento da sequéncia completa de aminoacidos e vimos que na
posicdo 353, as estirpes resistentes apresentaram o aminoacido fenilalanina (F) e as estirpes

sensiveis possuiam o0 aminoacido serina (S).

Figura 28 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do gene rpoB (1073 aminoacidos) das
estirpes de C. striatum e da cepa tipo de C. striatum ATCC 6940. Em destaque as mutacdes
(serina-S para fenilalanina-F) nas estirpes resistentes a rifampicina na posigdo 353.
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Acrescentamos as nossas analises, as sequéncias do gene rpoB das cepas tipo de outras
espécies de corinebactérias disponiveis no Genbank/NCBI e também da estirpe brasileira de
C. diphtheriae BHS8, isolada da laringe de um paciente com carcinoma no Rio de Janeiro, RJ,
Brasil (TROST et al, 2012). Todas depositadas na Colecdo de Bactérias do LDCIC/UERJ e
CBAS/Fiocruz. As cepas tipo e a estirpe C. diphtheriae BH8 foram entdo cultivadas em meio
CAB suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro a 37°C por 24/48h e
submetidas a pesquisa da CIM da rifampicina por difusdo em gradiente de concentracéo,
conforme protocolo descrito anteriormente. Os resultados da CIM e a interpretacdo dos
fendtipos sdo apresentados na Tabela 24. A estirpe brasileira de C. diphtheriae BH8 e as
cepas tipo foram sensiveis a rifampicina, exceto a cepa tipo de C. urealyticum, que apresentou
CIM = 2 mg/L, cujo resultado pode ser interpretado como fendtipo intermediario, como
definido pelo documento do CLSI M45-A2 (2010) ou como fendtipo resistente, conforme o
documento do BrCAST (2017).

Tabela 24 - Resultados da CIM de rifampicina (mg/L) por difusdo em gradiente de
concentracdo adicionadas as analises do rpoB

BrCAST CLSI M45A-2
Cepas tipo e estirpe (ri;'/\ﬁ) S< (20|17) R> S< (2?10) R>
0,06 | 0,12-0,5 | 0,5 1 2 4
C. amycolatum ATCC 49368 (T) <0,002 S S
C. afermentans ATCC 51403 (T) 0,016 S S
C. jeikeium ATCC 43734 (T) 0,004 S S
C. minutissimum ATCC 23348 (T) 0,002 S S
C. propinquum ATCC 51488 (T) 0,002 S S
C. pseudotuberculosis ATCC 19410 (T) <0,002 S S
C. striatum ATCC 6940 (T) 0,002 S S
C. urealyticum ATCC 43042 (T) 2 R |
C. xerosis ATCC 373 (T) 0,004 S S
C. diphtheriae BH8 <0,002 S S

(T) cepa tipo; S, sensivel; 1, intermediério; R, resistente. Em destaque (negrito) os fendtipos intermediario ou
resistente para a cepa tipo C. urealyticum ATCC 43042.
Fonte: (Da autora, 2018).

Com os resultados dos fenotipos de susceptibilidade a rifampicina, recuperamos as
sequéncias de proteinas das cepas tipo e outras estirpes disponiveis no Genbank, listadas na
Tabela 24. O alinhamento destas sequéncias € apresentado na Figura 29. Todas as estirpes
sensiveis a rifampicina possuem na posicdo 353 0 amino&cido serina (S). As estirpes
resistentes de C. striatum (2023, 2038 e 2308) possuem o aminoacido fenilalanina (F). A cepa



134

tipo de C. urealyticum ATCC 43042 que apresentou fendtipo intermediario ou resistente a

rifampicina possui 0 aminoacido asparagina (N).

Figura 29 - Alinhamento da sequéncia completa de aminoacidos do gene rpoB das estirpes de
C. striatum, C. diphtheriae BH8 e outras cepas tipo de corinebactérias. Em destaque as
estirpes de C. striatum resistentes a rifampicina (2023, 2038 e 2308), cujas mutacGes
resultaram na substituicdo da serina (S) para fenilalanina (F) na posicdo 353 e a cepa tipo de
C. urealyticum ATCC 43042, mostrando a mudanca de serina (S) para asparagina (N).
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Ampliamos 0s nossos estudos do gene rpoB desenhando um par de iniciadores
(Tabela 25) que abrange a regido envolvida na possivel resisténcia a rifampicina (posicédo 353
da sequéncia de aminoacidos). Estirpes de C. striatum (N=8), C. amycolatum (N=3), C.
urealyticum (N=2) e C. jeikeium (N=2), isoladas de sitios intravenosos e resistentes a
rifampicina, cujos fendtipos foram confirmados pelo método de disco-difusdo (RAMOS,
2014), foram acrescentadas as nossas analises. Todas as estirpes adicionadas foram
anteriormente identificadas pelas andlises das sequéncias dos genes 16S rRNA e rpoB. A
regido do gene rpoB possivelmente envolvida na resisténcia a rifampicina foi entdo
amplificada e sequenciada. Estas estirpes foram submetidas ao teste de suscetibilidade a

rifampicina por difusdo em gradiente de concentragdo para determinacdo da CIM.



Tabela 25 - Sequéncias dos iniciadores desenhados para a amplificagdo e sequenciamento

da regido de resisténcia a rifampicina do gene rpoB
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Sequéncia do iniciador

Fragmento

Iniciador 503 (ob) Funcéo
rpoB F TCBCGYATGGAGCGCGT
rpoB F GTGAGCGCATGACCACTC ~ 875 Resisténcia a rifampicin
C. amycolatum esistencia a riiampicina
rpoB R CGGTTVGCRTCGTCGTGCTC

O iniciador rpoB F C. amycolatum foi desenhado para amplificar o gene rpoB da espécie C. amycolatum.

Fonte: (Da autora, 2018).

Apos a amplificacdo e sequenciamento da regido de interesse do gene rpoB de 15

estirpes de corinebactérias, as sequéncias foram traduzidas em aminodcidos e a anélise

filogenética foi realizada. As sequéncias do gene rpoB das cepas tipo foram recuperadas no

Genbank/NCBI. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene rpoB de todas as

estirpes e cepas tipo utilizadas na analise filogenética é mostrado na Figura 30. Todas as

estirpes de corinebactérias sensiveis a rifampicina, incluindo as cepas tipo, possuem uma

serina (S) na posicdo 353. Todas as estirpes de C. striatum resistentes a rifampicina

apresentaram mutacdo nessa posic¢do e houve uma mudanca de serina para fenilalanina (S =

F). Todas as estirpes de C. amycolatum, C. jeikeium, C. urealyticum e a cepa tipo de C.

urealyticum apresentaram mutagéo de serina para asparagina (S = N).
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Figura 30 - Alinhamento da sequéncia de aminoécidos da regido de resisténcia a rifampicina
do gene rpoB das estirpes de C. striatum deste estudo e das estirpes de C. amycolatum (2282,
2369 e 2407), C. aurimucosum (ATCC 700975), C. diphtheriae (BH8), C. jeikeium (2325 e
2443B), C. striatum (2089, 2091, 2103, 2390, 2439 e 2454), C. urealyticum (2287B e 2431) e
das cepas tipo de C. diphtheriae (NCTC 13129), C. afermentans (ATCC 51403), C.
amycolatum (ATCC 49368), C. coyleae (CIP 104919), C. minutissimum (ATCC 23348), C.
propinquum (ATCC 51488), C. pseudotuberculosis (ATCC 19410), C. simulans (CIP
106488), C. striatum (ATCC 6940), C. xerosis (ATCC 373) e C. urealyticum (ATCC 43042).
Em destaque as estirpes com fen6tipos intermediarios ou resistentes. S, serina; F, fenilalanina;
N, asparagina.
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Nota-se que nas analises filogenéticas do gene rpoB (Figura 31), as estirpes de C.
striatum sensiveis a rifampicina agrupam-se junto com a também sensivel cepa tipo de C.
striatum ATCC 6940. As estirpes de C. amycolatum (2282, 2407 e 2369) resistentes a
rifampicina agrupam-se separadamente da cepa tipo de C. amycolatum CIP 103452. O mesmo

acontece com as especies de C. jeikeium (2325 e 2443B) e C. urealyticum (2287B e 2431).
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Figura 31 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos do gene rpoB (157 posicdes) utilizando
0 método de Neighbor-Joining (método de correcéo Poisson). Valores de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra de
escala indica 0,05% de divergéncia. Em destaque (negrito) as estirpes de C. striatum (2390, 2439, 2023, 2038,
2454, 2103, 2091, 2089, 2308), C. amycolatum (2369, 2407 e 2282), C. jeikeium (2443B e 2325) e C.
urealyticum (2287B e 2431) resistentes a rifampicina, bem como a cepa tipo de C. urealyticum ATCC 43042
(fenotipo intermediario ou resistente). Os fendtipos sensiveis da cepa tipo C. simulans CIP 106488, C.
diphtheriae NCTC 13129, C. coyleae CIP 104919 e também da estirpe clinica C. aurimucosum ATCC 700975
foram obtidos na literatura. NUmeros de acesso das sequéncias de aminoacido do gene rpoB obtidas no
Genbank/NCBI: Bacillus licheniformis ATCC 14580 (AAU21754); C. afermentans ATCC 51403
(AAS89227);C. amycolatum ATCC 49368 (AAS89203); C. aurimucosum ATCC 700975 (ACP31967); C.
coyleae CIP 104919 (AAS89212); C. diphtheriae BH8 (AEX47907); C. diphtheriae NCTC 13129 (CAE48951);
C. jeikeium ATCC 43734 (EEW15876); C. minutissimum ATCC 23348 (WP_039673593); C. propinquum
ATCC 51488 (AAS89241); C. simulans CIP 106488 (AAS89226); C. striatum ATCC 6940 (EEI78277), C.
urealyticum ATCC 43042 (CAQ04260) e C. xerosis ATCC 373 (KK0O81651).
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Fonte: (Da autora, 2018).
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A relacdo entre as mutacdes encontradas na posicdo 353 da regido do gene rpoB
possivelmente envolvida na resisténcia a rifampicina com as CIMs estd mostrada na Tabela
26. As estirpes de C. amycolatum, C. jeikeium e C. urealyticum que apresentaram mudanca de
serina para asparagina (S =» N) na posi¢do 353, mesma mutagdo observada na cepa tipo C.
urealyticum ATCC 43042, apresentaram CIM variadas (2 a 8 mg/L).

Tabela 26 - Relagdo entre as mutagdes na regido do gene rpoB possivelmente envolvida na
resisténcia a rifampicina e as CIM para rifampicina das estirpes e cepas tipo de
corinebactérias.

BrCAST CLSI M45-
rpoB CIM (mg/L) (2017) A2 (2010)
Espécies Estirpes (aminocidos) |
Posicéo 353 Rifampicina OS.(?G 06152)— ORE Sls ; R42
1954 <0,002
1961 <0,002
2130 0,003
332(7) S (serina) 8882 S S
2296 <0,002
2425 <0,002
ATCC 6940 0,002
C. striatum 2023 >32
2038 >32
2089 >32
2091 >32
2103 F (fenilalanina) >32 R R
2308 >32
2390 >32
2439 >32
2454 >32
2282 6-8 R
2369 N (asparagina) 3 R
C. amycolatum 2407 > |
ATCC 49368 S) (serina <0,002 S S
2287B 3-4
C. urealyticum 2431 N (asparagina) 3 R |
ATCC 43042 2
2325 . >32
C. jeikeium 2443B N (asparagin) >32 R R
ATCC 43734 S (serina) 0,004 S S
C. minutissimum ATCC 432348 S (serina) 0,002 S S
C. diphtheriae BHS8 S (serina) <0,002 S S

Leitura dos halos realizada com 24h, conforme determinacdo dos documentos de referéncia (CLSI e BrCAST).
Com 48h de incubacéo, as estirpes de C. amycolatum, C. jeikeium e C. urealyticum apresentaram CIM >32
mg/L.

Fonte: (Da autora, 2018).
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Nenhum outro gene envolvido na resisténcia a rifampicina, como genes codificantes
de enzimas inativantes da rifampicina foi encontrado.

Atualmente, a rifampicina € um dos medicamentos utilizados no tratamento de
tuberculose no Brasil, cuja taxa de incidéncia é de 44 casos/100.000 pessoas. Na cidade do
Rio de Janeiro essa taxa aumenta para 54,5 casos/100.000 pessoas, uma das maiores do
Brasil. A taxa de resisténcia a rifampicina em M. tuberculosis, entre 1997 e 2007, aumentou
de 0,2% para 1,5%. O uso deste medicamento induz a selecdo de bacilos mutantes resistentes
a droga (SILVA; MELLO; FIGUEIREDO, 2017). Provavelmente, essa pressdo seletiva
acomete 0s micro-organismos da microbiota de pele e de mucosas, como as corinebactérias,
apesar deste medicamento ndo ser comumente utilizado no tratamento de infecgdes por

corinebactérias.

4.7.8 Resisténcia a sulfonamida associada ao trimetoprim

N&o h& estudos sobre o0s mecanismos de resisténcia ao cotrimoxazol em
corinebactérias. Nossas pesquisas foram baseadas em estudos sobre mutacdes cromossomais
nos genes envolvidos na via do acido félico e genes adquiridos por transferéncia lateral.

Os genes cromossomais folP e folA das estirpes deste estudo e da cepa tipo de C.
striatum ATCC 6940 foram recuperados. Duas copias do gene folP foram encontrados em
todas as estirpes, codificando proteinas com dominios de DHPS. Em cada estirpe, as copias
ndo sdo idénticas, apresentam em média 35% de identidade nas proteinas (92/265
aminoacidos) e encontram-se em regides distintas dos cromossomos. Quanto ao gene folA,
anotado como codificante do produto diacilglicerol quinase pelo NCBI, encontramos apenas
uma cépia codificante da enzima DHFR. Outro gene anotado como codificante do produto
diacilglicerol quinase pelo NCBI possui dominio quinase lipidio da familia diacilglicerol
quinase, pertencente a superfamilia LCB5, e ndo possui acdo relacionada a via do folato
(Figura 32). As sequéncias de aminoacidos desses dois genes anotados como codificantes do
mesmo produto (diacilglicerol quinase) foram alinhadas e apresentaram 33% de identidade
(18/55 aminoéacidos).
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Figura 32 — Localizagdes dos genes folP e folA no cromossomo da estirpe 2296
(representando as demais estirpes). Figura gerada pelo programa DNAPIotter (CARVER et al,
2009).
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Fonte: (Da autora, 2018).

Todas as estirpes e a cepa tipo de C. striatum ATCC 6940 foram submetidas a
pesquisa da CIM do sulfametoxazol-trimetoprim (1/19) por difusdo em gradiente de
concentracdo. Apenas 0 documento do CLSI M45-A2 (2010) traz pontos de corte para este
antimicrobiano. Segundo os critérios deste documento, apenas quatro estirpes foram
resistentes (2038, 2230, 2237 e 2296). MutacGes no gene folP ndo foram encontradas e
normalmente estdo associadas a resisténcia as sulfonamidas em bactérias Gram-positivas
(BUWEMBO et al, 2013, FIEBELKORN; CRAWFORD; JORGENSEN, 2005, GIBREEL;
SKOLD, 1999, VALDERAS et al, 2008, WU et al, 2010). Foram encontradas nas estirpes
com fenoOtipos de resisténcia ao cotrimoxazol mutagfes na posicdo 96 (isoleucina para
leucina) da sequéncia de aminoacidos do gene folA. A relacdo entre a CIM do
sulfametoxazol-trimetoprim e as mutacdes encontradas no gene folA esta mostrada na Tabela
27.
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Tabela 27 - Relacdo entre a CIM do sulfametoxazol associado ao trimetoprim (1/19) e as
mutacBes encontradas no gene folA das estirpes de C. striatum desse estudo e da cepa tipo de
C. striatum ATCC 6940.

Gene folA CIM (mg/L) CLSI M45-A2
. Gene S (2010)
Estirpes sull (amm_oamdos) Sulfgmetoxa_zol— S< R>
Posicdo 96 Trimetoprim 2/38 4176
1954 - 0,75
1961 - 0,19
2023 - 1,0
2130 + | 0,75 S
2308 - 15
2425 + 2
ATCC
6940 ] 0.25
2038 - 8
2230 - 6
L R
2237 - 4
2296 + >32

-, auséncia; +, presenca; I, isoleucina; L, leucina; S, sensivel; R, resistente
Fonte: (Da autora, 2018).

As estirpes resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim (2038, 2230, 2237 e 2296)
apresentaram CIM maiores que 4 mg/L. Além da mutacdo na posicdo 96 da sequéncia de
aminoacidos do gene folA, a estirpe 2296 carrea 0 gene sull, que confere resisténcia as
sulfonamidas e geralmente est4 associado aos integrons. Essa estirpe apresentou a maior CIM
encontrada (>32 mg/L). O gene sull, Unico gene associado a resisténcia as sulfonamidas
encontrado pela pesquisa realizada nos bancos de dados de genes de resisténcia, foi
encontrado nas estirpes 2130, 2296 e duas cOpias na estirpe 2425. Estas mesmas estirpes
amplificaram o gene da integrase | pela reacdo de PCR realizada anteriormente ao
sequenciamento dos genomas. A integrase | é codificada pelo gene que faz parte dos integrons
de classe 1, frequentemente observado em amostras clinicas (FLUIT; SCHMITZ, 1999, 2004;
STOKES; HALL, 1989) e o gene sull geralmente esta associado aos integrons de classe 1. As
demais estirpes sull-positivas (2130 e 2425) foram susceptiveis ao sulfametoxazol-

trimetoprim. No entanto, a presenca apenas deste gene ndo é um critério para avaliar o perfil
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de susceptibilidade a estes antimicrobianos, uma vez que néo foi possivel determinar a CIM
da sulfonamida isolada, apenas desta associada ao trimetoprim.

A busca por genes dfr, adquiridos por transferéncia lateral, codificantes da DHFR,
normalmente associados aos integrons, que conferem resisténcia ao trimetoprim foi realizada
utilizando os algoritmos Blastn e Blastx no Bioedit com limite minimo de busca de 30%.
Nenhum gene foi localizado em nossos genomas e no genoma da cepa tipo de C. striatum
ATCC 6940.

A duplicagdo génica do gene folP foi observada nas estirpes de C. striatum deste
estudo, mas nenhuma mutacao encontrada pode ser associada com os fendtipos resistentes ao
sulfametoxazol-trimetoprim. Quatro estirpes com fendtipos de resisténcia ao sulfametoxazol-
trimetoprim apresentaram mutacdes na sequéncia de aminodcidos do gene folA. Estas
mutacOes podem ter ocorrido de forma espontanea ou induzida pelo uso da droga, uma vez
que o cotrimoxazol é usado para uma variedade de infec¢des clinicas, incluindo infeccGes do

trato respiratério e infecgdes de pele, como nocardiose cutanea (MICHALEK et al, 2015).

4.7.9 Pesquisa do mobiloma

4.7.9.1 Integrons

Diversos sdo os estudos sobre o papel dos integrons na multirresisténcia em bactérias
Gram-negativas. No entanto, sdo escassos 0s estudos sobre a presenca de integrons em
bactérias Gram-positivas, especialmente em corinebactérias. Até o momento, apenas
integrons de classe | tém sido descritos em corinebactérias, como C. glutamicum, C.
diphtheriae, Corynebacterium ammoniagenes, C. resistens e Corynebacterium casei, esta
Gltima espécie carreando multiplos cassetes de genes de resisténcia (BARRAUD et al, 2011,
LI etal, 2017, NANDI et al, 2004, SCHRODER et al, 2012).

Em nossos estudos, encontramos o integron de classe | em 3 estirpes multirresistentes
(2130, 2296 e 2425). Antes do sequenciamento genémico, realizamos a pesquisa do gene da
integrase | pela técnica de PCR nas 21 estirpes de C. striatum (Tabela 5). O gene da integrase
foi amplificado apenas nessas trés estirpes, descartando a possibilidade de contaminacéo
durante o sequenciamento de alta vaz&o.

Ap0Gs o sequenciamento dos genomas das dez estirpes, notamos que as trés estirpes
integrase-positivas descritas acima foram as mesmas em que o gene sull foi encontrado apds

a submissdo dos genomas nos bancos de dados de genes de resisténcia (Tabela 12).
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Submetemos os genomas aos bancos de dados INTEGRALL e RAC para a busca e anotacao
dos integrons. Nas trés estirpes 0s integrons ndo possuem cassetes de genes de resisténcia,
apenas os segmentos conservados 3’-CS e 5°CS, como demonstrado na Figura 33. O
segmento 3’-CS é constituido pelos genes AgacE, associado a tolerancia aos quaternarios de
amonio; gene sull e ORF5. No segmento 5°CS esta incluido o gene da integrase e o promotor

do integron.

Figura 33 - Imagem gerada pelo banco de dados RAC da estirpe 2425, representando as
outras 2 estirpes que também possuem integrons vazios. O O segmento 3°-CS € constituido
pelos genes AgacE, associado a tolerancia aos quaternarios de amonio; gene sull e ORF5. No
segmento 5’CS inclui o gene da integrase e o promotor do integron.

5'-CS 3'-CS

2823246 2825212

Fonte: (Da autora, 2018).

O gene intl, codificante da integrase |, foi recuperado nos genomas, com 1014 pb e
100% de identidade com as sequéncias de V. cholerae, Klebsiella quasipneumoniae, S.
enterica, E. coli, entre outras espécies depositadas no Genbank. Ja as sequéncias do sull, com
852 pb, apresentaram 100% de identidade com as sequéncias de P. aeruginosa, E. cloacae, S.
enterica, E. coli entre outras espécies, depositadas no Genbank. A elevada similaridade com
as sequéncias de outras espécies indica que esses genes provavelmente foram adquiridos por
transferéncia lateral. No entanto, nenhum cassete génico de resisténcia foi encontrado nos

integrons e estes ndo puderam ser relacionados com a multirresisténcia em nossas estirpes.

4.7.9.2 Sequéncias de insercao

Todos os genomas foram submetidos ao banco de dados ISFinder e as Sl foram

encontradas em todos os genomas, listadas no Quadro 1.
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As Sl podem ocorrer em uma variedade de ndmeros de cOpias em um genoma
(VANDERCRAEN et al, 2017). Mais de 4.500 Sl foram identificadas até o momento,
classificadas em 29 familias. O numero de copias de SI em alguns de nossos genomas é
altamente elevado, chegando a 700 SI em alguns (dados ndo mostrados). As SI podem mover
dentro do genoma ou entre genomas horizontalmente, como parte de outros elementos
genéticos moveis, como plasmideos e fagos. As Sl podem causar delecdes, inversdes,
duplicacdes de genes e podem estar associadas aos genes de resisténcia (SIGUIER et al, 20086,
VANDERCRAEN et al, 2017). Em nossos estudos, focamos nas S| associadas aos genes de
resisténcia.

Reportamos no Quadro 1, apenas as Sl que apresentaram alinhamentos significantes,
com E-value igual a zero. A busca pelos aminoacidos das Sl foi feita usando o algoritmo
Blastx e parametros padrdo do banco de dados. A maioria das Sl reportadas estavam
associadas aos genes de resisténcia relatados anteriormente e foram descritas originalmente
em plasmideos ou transposons de corinebactérias.

A 1S1513, encontrada em todas as estirpes, é descrita na literatura como parte do
transposon Tn5564 em corinebactérias, adjacente ao gene cmx, que confere resisténcia ao
cloranfenicol (TAUCH et al, 1998). Mas na maioria das estirpes, a I1S1513 nédo estava

associada ao Tn5564.



Quadro 1 - Sequéncias de inser¢do encontradas pelo alinhamento local de proteinas utilizando o programa ISfinder nas
estirpes de C. striatum deste estudo.

Sl/Familia Origem 1954 | 1961 | 2023 | 2038 | 2130 | 2230 | 2237 | 2296 | 2308 | 2425

1513/30 Plasmideo de C. striatum (AF024666)

1249/256 Transposon de C. striatum (U21300) 2

5564/481 Plasmideo de C. striatum (AF024666) 2 3 4 2

3501/3 Plasmideo de C. jeikeium (AY036070) 2

3506/256 C. jeikeium (AY266269)

3507/256 C. jeikeium (CR931997)

1132/256 C. diphtheriae (A07012)

Cur2/256 (CN gieoal'ggjggn DSM7109

1207/L3 Corynebacterium glutamicum (X96962) 3

ponss | (el L : AEE

ISAcbal/1595 ?&tg‘s‘)\?\j‘g{%ggoﬂ’)te”“m

Tn5393/Tn3 Erwinia amylovora (M96392) 2 2 2 3 3 2 3

Pulsotipo/PFGE v 11| | 1 \ VI VI VI | IX

Perfil de suscetibilidade G G A A D B B C A E

A cor amarela indica a presenca da Sl e 0s nimeros indicam a quantidade de S| encontradas nos genomas.

Fonte: (Da autora, 2018).

145



146

A 151249, pertencente a familia 256, apresenta mais de 30 membros presentes em
actinobactérias e firmicutes (SIGUIER et al, 2006). Foi descrita pela primeira vez no
transposon Tn5432 de C. striatum (TAUCH et al, 1995), flanqueando o gene de resisténcia
ermX (associado a resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B
em corinebactérias). A 1S1249 estava associada ao ermX, exceto nas estirpes 2296 e 2425,
Gnicos genomas em que esta Sl ndo foi encontrada. Mas apenas nas estirpes 2023 e 2130, a
1S1249 estava flanqueando o gene ermX, formando o Tn5432. Esta SI também faz parte da
regido de resisténcia a tetraciclina, adjacente ao gene tetA, como descrito por Tauch et al
(2005). Exceto na estirpe 2130, a 1S1249 n&o estava adjacente ao gene tetA.

As estirpes 2023 e 2308 ndo apresentaram o0 mesmo numero de Sl, apesar de
pertencerem ao pulsotipo | e terem mesmo perfil de resisténcia (ANEXO A). A 1S3501 ndo
foi encontrada no genoma da estirpe 2023, nem a 1S1132 foi encontrada na estirpe 2308. A
mesma observacado é valida para as estirpes 2230 e 2237, do mesmo paciente, com intervalo
de 1 més no isolamento, que possuem o mesmo pulsotipo e perfil de resisténcia. O nimero e
as Sl ndo sdo homogéneos, mas por nao serem genomas completos, as S| de varias copias
podem ser agrupadas em unico contig e normalmente os contigs sdo quebrados nas
localizagbes das Sl. Assim, cada copia da Sl pode ndo ser colocada em sua localizacéo
gendmica correta durante a montagem, a menos que sejam utilizadas reads de comprimentos
longos, provenientes de outras estratégias de sequenciamento (ADAMS; BISHOP; WRIGHT,
2016). Na estratégia utilizada em nossos sequenciamentos, as reads possuem tamanho em
média de 150 pb.

A 1S5564 ndo foi encontrada nas estirpes sensiveis 1954 e 1961. Exceto no genoma da
estirpe 2425, a 1S5564 néo estava associada ao gene cmx. Nas estirpes 2023 e 2130, esta SI
estava flanqueando o gene cmx formando o0 Tn5564.

O Tn5393 encontrado aqui refere-se a transposase da familia Tn3 encontrada em todas
as estirpes multirresistentes, associada a regido de resisténcia aos aminoglicosideos. Esta
transposase foi descrita pela primeira vez em Erwinia amylovora, uma bactéria Gram-
negativa fitopatogénica, responsavel pela doenca conhecida como fogo bacteriano em
macieiras, principalmente na Europa e Estados Unidos (FOLSTER et al, 2015).

Uma variabilidade genética na composicao e o elevado nimero de Sl encontrados nas
estirpes de C. striatum deste estudo (dados ndo mostrados) demonstram a enorme plasticidade
dos genomas bacterianos e adaptabilidade de caracteristicas fenotipicas, incluindo a

resisténcia a agentes antimicrobianos.
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4.7.9.3 Plasmideos

A pesquisa por plasmideos no PlasmidFinder foi realizada com o menor limite de
busca disponivel (50%), usando os bancos de dados para Enterobacteriaceae e o de bactérias
Gram-positivas. Ndo encontramos nenhum gene associado a replicacdo de plasmideos.
Buscamos as sequéncias depositadas neste banco de dados e observamos a auséncia de genes
associados a replicacdo de plasmideos em corinebactérias. Recuperamos 23 sequéncias

nucleotidicas no GenBank de plasmideos de Corynebacterium spp. (Tabela 28).

Tabela 28 - Lista dos genes rep de plasmideos de Corynebacterium spp. obtidos em
30/10/2016.

Gene Plasmideo/Espécie N° acesso no Genbank
repA pB85766 C. jeikeium AF486522
repA pK64 C. jeikeium AY079086
repA pCJ84 C. jeikeium AY 048596
rep pGALl C. glutamicum X90817
repA pCRG2 C. glutamicum AB525231
repA pBL90 C. glutamicum KU306397
repA pK43 C. jeikeium AF364477
repB11  pBI1 C. glutamicum AF092037
repA pNG2 C. diphtheriae AF492560
repA pTET3 C. glutamicum NC_003227
rep pCC1 Corynebacterium callunae AJ308231
repA pCR1 Corynebacterium renale NC_004833
rep pCdoosl Corynebacterium doosanense CP006765
repW pChal Corynebacterium halotolerans CP003698
repA pA501 C. jeikeium AY266269
repW pPET44827 C. aurimucosum FM164414
repA pXZ608 C. glutamicum NC_004941
repW pCmarinuml Corynebacterium marinum CP007792
repW pJA144188 C. resistens NC_014167
repl pCASE1 Corynebacterium casei NC_011030
repA pKWA4 C. jeikeium AF401314
repB pCul210931 Corynebacterium ulcerans NZ_CP009584
repB pTP10 C. striatum AF024666

Fonte: (adaptado de GENBANK, 2016).

Refizemos nossas analises, com valor de 30% de limite minimo para identidade,
usando o algortimo Blastn no programa Bioedit. Apenas na estirpe 1954, um alinhamento
com 86% de identidade num fragmento (474/548 nucleotideos) com o gene repA (tamanho de
1.452 pb) do plasmideo pNG2 de C. diphtheriae foi encontrado. Recuperamos a sequéncia de
aminoacidos do possivel gene repA no genoma da estirpe 1954 e fizemos um alinhamento
local usando o Blastp/NCBI desta sequéncia. Nenhum dominio conservado putativo foi

encontrado nesta sequéncia, razdo pela qual foi anotada como proteina hipotética pelo NCBI.
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Posteriormente, realizamos experimentos de extracdo de DNA plasmidial por PFGE
sem uso de enzimas de restricdo em todas as estirpes, conforme protocolo descrito na
literatura (ALDUINA; PISCIOTTA, 2015; RAMIREZ-BAHENA; NESME; MULLER,
2012). N&o evidenciamos nenhum plasmideo. Anteriormente ao sequenciamento dos
genomas, realizamos experimentos de amplificacdo do gene repB encontrado no plasmideo
pTP10 de C. striatum por PCR nas 21 estirpes inicialmente estudadas e nenhum amplicon foi
evidenciado.

Utilizamos o programa BLAST Ring Image Generator (BRIG) (ALIKHAN et al, 2011)
para gerar uma imagem comparativa entre 0s nossos genomas e alguns plasmideos de
corinebactérias multirresistentes. A Figura 34 traz a comparacdo dos genomas deste estudo
com o plasmideo pTP10 da estirpe clinica multirresistente C. striatum M82B (Genbank n°
AF024666), uma vez que este plasmideo de 51 kb carrea 16 genes relacionados a resisténcia
aos antimicrobianos (TAUCH et al, 1999). Podemos observar que uma grande parte do
conteldo genético do plasmideo pTP10 estd presente nos genomas das estirpes
multirresistentes com elevada similaridade, com exce¢do da maquinaria de replicacdo (genes

repA e repB), associados a elementos genéticos maveis.
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Figura 34 — Comparacgdo dos genomas de C. striatum deste estudo com o plasmideo pTP10 C.
striatum M82B. Imagem gerada no programa BRIG utilizando o algoritmo Blastn para
comparacao entre o plasmideo e os genomas. O circulo preto externo representa o plasmideo
pTP10 com as suas respectivas anotagdes.
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Na figura acima, podemos observar a auséncia dos genes ermX, cmx, aph(3’)-la
(anteriormente denominado aphAl-IAB) e strA nos genomas das estirpes multissensiveis
1954 e 1961. Estes genes estdo associados a resisténcia aos antimicrobianos MLSB,
cloranfenicol, varios amingoglicosideos e estreptomicina, respectivamente. O gene strB, de
resisténcia a estreptomicina, encontra-se truncado no plasmideo pTP10, por isso ndo é
mostrado na Figura 34. As estirpes 2296 e 2425 apresentam Sl pertencentes a familia 256,
mas que ndo foram classificadas como 1S1249, pertencente a esta familia. Por isso é possivel
observar uma certa similaridade na regido das 1S1249 do plasmideo pTP10 com 0s genomas
dessas duas estirpes.

Na comparacdo gerada com o plasmideo pJA144188 da cepa tipo de C. resistens DSM
45100 (Genbank n°® NCO014167) é possivel observar a presenca dos genes intl e sull nas
estirpes 2130, 2296 e 2425 (Figura 35). O integron de classe | do plasmideo pJA144188
carrea genes de resisténcia aos aminoglicosideos (SCHRODER et al, 2012). Ja os integrons
de nossas estirpes ndo carream cassetes génicos de resisténcia. O gene tetW, relacionado a
resisténcia as tetraciclinas, pode ser visualizado em duas estirpes (2296 e 2425), mas suas
sequéncias apresentaram a delecdo de uma base, ocasionando em mutacao do tipo frameshift
nas proteinas codificadas. O gene repW relacionado a maquinaria de replicacdo do plasmideo
pJA144188 ndo foi encontrado em nossas estirpes.

Na Figura 36, os genomas de C. striatum foram comparados com o plasmideo pNG2
de C. diphtheriae S601 (Genbank n° AF492560), de 15.100 pb, contendo 17 regides
codificantes, mas apenas uma regido de resisténcia. Este plasmideo carrea 0 gene ermxX,
relacionado a resisténcia a eritromicina, flanqueado pelas 1S3504, que provavelmente sdo as
responsaveis por uma delecdo espontadnea numa regido do gene, ocasionando em fenotipo
sensivel nesta estirpe (TAUCH et al, 2002). Na estirpe 1954, é possivel observar o
alinhamento de cerca de 470 nucleotideos entre o gene repA do plasmideo pNG2 com o gene
codificante de uma proteina hipotética, anteriormente relatado.

Apesar de ndo ter sido encontrado nenhum homdlogo dos genes relacionados a
replicacdo de plasmideos em nossas estirpes, é possivel observar nas Figuras 34-36, que boa
parte do conteddo genético relacionado a resisténcia aos antimicrobianos nos plasmideos

descritos acima esta integrada nos cromossomos das estirpes de C. striatum deste estudo.
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Figura 35 — Comparacdo dos genomas de C. striatum deste estudo com o plasmideo
pJA144188 da cepa tipo de C. resistens DSM 45100. Imagem gerada no programa BRIG
utilizando o algoritmo Blastn para comparacdo entre o plasmideo e os genomas. O anel preto
externo representa o plasmideo pjal44188 com as suas respectivas anotagoes.
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Figura 36 — Comparacdo dos genomas de C. striatum deste estudo com o plasmideo pNG2 de
C. diphtheriae S601. Imagem gerada no programa BRIG utilizando o algoritmo Blastn para
comparacao entre o plasmideo e os genomas. O anel preto externo representa o plasmideo
pNG2 com as suas respectivas anotacdes
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4.7.9.4 Ilhas gendmicas de resisténcia

Para a predicdo das ilhas genbmicas de resisténcia, utilizamos o programa GIPSy
(SOARES et al, 2016), que faz a predicdo de ilhas de resisténcia, patogenicidade, metabdlicas
e simbioticas. Apenas as ilhas gendmicas de resisténcia foram estudadas. Foram consideradas
as predicdes das ilhas classificadas como forte a normal e sdo apresentadas na Figura 37.

N&o foram encontradas ilhas genémicas de resisténcia compartilhadas entre todos os
genomas multirresistentes, nem entre os genomas dos pulsotipos | (2023 e 2308, Figuras 37a
e 37b, respectivamente) e VI (2230 e 2237). Em cada estirpe, foram preditas varias ilhas
putativas de resisténcia (PRI), mas a maioria dos genes de resisténcia aqui estudados foram
localizados fora das PRI, a exemplo da estirpe 2230, portanto, ndo foi realizada nenhuma
representacdo desta estirpe. J& na estirpe 2237 (mesmo pulsotipo da 2230), trés PRI foram
preditas (Figura 37c), variando de 12 a 17 kb, carreando 0s genes associados a resisténcia aos
aminoglicosideos e ao cloranfenicol, destacado em vermelho.

Apesar de carrear a maior ilha predita (31.200 pb), a PRI da estirpe 2023 (pulsotipo I)
(Figura 37a) carrea 0 mesmo contetido genetico da PRI-4 da estirpe 2237 (Figura 37c). Estas
ilhas compartilham apenas os genes de resisténcia a estreptomicina (genes strA-strB) e ao
cloranfenicol (gene cmx). O restante do contetdo das ilhas ndo apresenta similaridade, com
excecdo das Sl proximas a esses genes.

Nas Figuras 37d e 37e, € possivel observar que os integrons vazios das estirpes 2130
e 2296, respectivamente, encontram-se inseridos nas PRI, proximas a N-acetiltransferase,
provavelmente uma nova enzima AAC.

A ilhas gendmicas apresentam em média de 6 a 200 kb, podendo chegar a 600 kb
(BELLANGER et al, 2014, LU; LEONG, 2018). Na estirpe 2425 foi predita a menor PRI
(Figura 37f), com apenas 5 kb, contendo apenas o gene ermX associado & resisténcia aos
antimicrobianos. Os genomas completos da espécie C. striatum foram recentemente
publicados, mas nenhum estudo na literatura sobre ilhas gendmicas em C. striatum foi
realizado.

Os genes tetA-tetB e tetW, relacionados a resisténcia as tetraciclinas, ndo foram
localizados nas PRI em todas as estirpes (Figura 37). Apenas nas estirpes 2130 e 2425, o
gene ermX, relacionado a resisténcia aos antimicrobianos MLSB, foi encontrado em PRI
(Figuras 37d e 37f).
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Figura 37 — Representacao das ilhas gendmicas de resisténcia putativas presentes em algumas
estirpes de C. striatum deste estudo preditas pelo programa GIPSy. Em vermelho estdo os
gene de resisténcia relacionados a multirresisténcia de nossas estirpes: aph(3’)-la, strA-strB
(aminoglicosideos); N-acetiltransferase, possivel nova enzima acetiltransferase relacionada a
resisténcia aos aminoglicosideos; cmx (cloranfenicol); ermX (antimicrobianos MLSB); sull
(sulfonamida). Em amarelo os genes codificantes da integrase de classe 1. Em cinza as
proteinas hipotéticas. Em verde, transposases e IS. Em preto, as demais sequéncias
codificantes.
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Fonte: (Da autora, 2018).

Em todas as ilhas é possivel observar a presenca de genes relacionados a mobilidade
(destacados em verde), como transposases e Sl (ndo detalhadas). Varias proteinas hipotéticas
(destacadas em cinza) foram encontradas, além de varios genes pertencentes a MFS e
relacionados ao transporte de metais, como zinco e arsénio.

Na Figura 38, é possivel observar a auséncia de varias regides em nossas estirpes de
C. striatum, em compara¢do com a estirpe isolada de animal (C. striatum Kc-Na-01), usada
como referéncia para a predicdo das ilhas gendmicas. No entanto, a maioria das ilhas de

resisténcia preditas em nossas estirpes ndo carreavam 0s genes de resisténcia aqui estudados.
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Figura 38 — Comparacdo dos genomas de C. striatum deste estudo com a estirpe C. striatum Kc-Na-
01. Imagem gerada no programa BRIG utilizando o algoritmo Blastn para comparacao entre as estirpes
de C. striatum deste estudo e a estirpe C. striatum Kc-Na-01 (anel circular interno preto), utilizada
como referéncia para a predicéo de ilhas gendmicas pelo programa GIPSy.
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4.7.9.5 Fagos

Os fagos integrados nos cromossomos bacterianos sdo denominados profagos. Os
genomas bacterianos podem conter um valor maior que 20% de genes de bacteri6fagos

funcionais e nao funcionais e as sequéncias do profago podem ser responsaveis por uma
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fracdo significativa da variacdo dentro das espécies ou grupos bacterianos. A presenca de
sequéncias de profago também pode permitir que algumas bactérias adquiram resisténcia a
antibioticos, para existir em novos nichos ambientais, para melhorar a adesdo ou para
tornarem-se patogénicos (CASJENS, 2003, ZHOU et al, 2011).

Os bacteriéfagos sdo importantes em muitas espécies bacterianas, incluindo C.
diphtheriae, que carream o gene tox, codificante da toxina diftérica (TROST et al, 2012). As
regibes de profagos sdo desconhecidas em C. striatum e pouco estudadas no género
Corynebacterium.

Uma vez que alguns genes foram categorizados na subcategoria fagos e profagos
utilizando a anotagdo automética do servidor RAST (Figura 39), utilizamos o algoritmo

PHASTER para anotacgéo e identificacdo destes genes em nossas estirpes.

Figura 39 — Categorizagédo funcional dos genes de C. striatum anotados pelo servidor RAST.
Em destaque os genes anotados na subcategoria fagos e profagos na estirpe 1954.
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Fonte: (Da autora, 2018).

Apenas a estirpe 1954 apresentou duas regides intactas de profagos (Figuras 40a e
40b), sendo a primeira com tamanho de 85,6 kb e contetdo GC de 32,84%. A segunda regido
apresentou tamanho de 131,4 kb e contetido GC de 14,29%. Os conteildos GC das regides de

profagos 1 e 2 sdo bem inferiores ao conteido GC do genoma da estirpe 1954, que exibiu um



158

valor de 59,3% (Tabela 7). Nas demais estirpes estudadas, apenas regides incompletas de
profago foram encontradas.

Figura 40 — Profagos intactos encontrados na estirpe 1954 pelo algoritmo Phaster mostrando
apenas 0s produtos génicos anotados.

| Lysis M Frotease Attachment Site Hypotheical Protein Fiber Protein
M Terminase M cost Protein Integrase Other Plate Protein
M rortal Protein M Tail shaft | Phage-like Protein Transposase tRNA

a) profago 1 (tamanho 85,6 kb)

| Lysis M protease Attachment Site Hypotheical Protein Fiber Protein
B terminase M coat Protein Integrase Other Plate Protein
M portal Protein M Tail shaft | Phage-like Protein Transposase tRNA

b) profago 2 (tamanho 131,4 kb)

Fonte: (Da autora, 2018).

Estas duas regides intactas compartilham cerca de 40 kb com identidade acima de 99%
(Figura 41). Dentro dessa regido de 40 kb, cerca de 18 kb alinharam em 97% de identidade

com a sequéncia de um fago incompleto (tamanho de 35,7 kb) encontrado no genoma da
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estirpe multirresistente C. striatum 216 (Genbank n°® CP024932) (Figura 42). Esta estirpe
isolada nos Estados Unidos apresenta duas regies de fagos incompletas e tamanhos distintos
(35,7 kb 12,9 kb).

Figura 41 — Comparacao entre os genomas dos profagos 1 e 2 encontrados na estirpe 1954. O
circulo interno representa a sequéncia nucleotidica do genoma do profago 2 (131,4 kb). Em
comparacao, segmentos em verde, no circulo externo, representa o genoma do profago 1 (85,3
kb). Imagem gerada no programa BRIG utilizando o algoritmo Blastn.
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Figura 42 — Comparacdo entre os genomas dos profagos 1 e 2 encontrados na estirpe 1954 com o fago incompleto da estirpe
multirresistente de C. striatum 216 (35,7 kb). As sequéncias nucleotidicas dos profagos 1 e 2 (estirpe 1954) e da regido incompleta do

profago da estirpe C. striatum 216 (de cima para baixo, respectivamente). Imagem gerada a partir da comparagdo das regidoes acima
mencionadas pelo alinhamento local (algoritmo Blastn) utilizando o programa EasyFig.
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A maioria dos produtos génicos anotados nos profagos 1 e 2 da estirpe 1954 sdo
proteinas relacionadas a fagos e proteinas hipotéticas. Dentre os produtos génicos anotados
estdo as proteinas da familia das metalo-endopeptidases, como a peptidase M23 e ImmA/IrrE.
A primeira é uma endolisina dependente de zinco, encontrada em fagos de diversos géneros
bacterianos. Em nossas estirpes, a peptidase M23 foi detectada em varios profagos
incompletos. A proteina ImmA/IrrE é descrita no Pfam como uma metalo-peptidase
encontrada em bactérias e virus com funcdo desconhecida (GRABOWSKA et al, 2015).

Na Figura 43, o genoma da estirpe 1954 foi usado como referéncia e comparado com
0s genomas das demais estirpes. A regido dos dois profagos encontra-se incompleta nas

demais estirpes.

Figura 43 — Comparacdo dos genomas de C. striatum evidenciando as duas regides de
profagos na estirpe 1954. O circulo interno preto representa a sequéncia nucleotidica do
genoma de C. striatum 1954. Imagem gerada no programa BRIG utilizando o algoritmo
Blastn.
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Nas estirpes 2230 e 2237 (pulsotipo VI) foram encontrados profagos incompletos de
mesmo tamanho (26,6 kb), que compartilham 100% de identidade. Estes profagos
incompletos foram preditos como ilha putativa de resisténcia em ambas as estirpes, de
aproximadamente 70 kb (dados ndo mostrados no tdpico “Ilhas Genomicas de Resisténcia”).
Nesta regido de 70 kb, encontram-se vérias proteinas associadas a fagos, como recombinase,
integrase, terminase, nuclease, entre outras e o gene BLR (regulador negativo da expresséo da
beta-lactamase), além de genes codificantes de proteinas pertecentens a MFS.

Apesar de duas regides de profagos intactas relativamente grandes terem sido
encontradas na estirpe multissensivel 1954, nenhum gene relacionado a viruléncia ou

resisténcia aos antimicrobianos foi encontrado nessas regides.

4.7.9.6 Sistema CRISPR-Cas

Segundo Ostria-Hernandez et al (2015), a habilidade das bactérias de se adaptarem
a novos ambientes se da em grande parte pela aquisicdo de plasmideos pela transferéncia
horizontal de genes, contudo isso deve ocorrer de forma balanceada a fim de que a bactéria
em questdo ndo adquira novos elementos genéticos que aumentem seu gasto energetico
excessivamente para a manutengdo do mesmo. Quando procariotos apresentam o sistema
CRISPR-Cas em seu genoma, estes organismos conseguem sobreviver a infeccao inicial por
fagos ou plasmideos, devido a capacidade de obter um pequeno fragmento de DNA ou RNA
invasor e, assim iniciar o maquinario celular para degrada-los. Desta forma, quando o material
genético invasor é danoso, um sistema CRISPR-Cas representa uma vantagem seletiva,
todavia quando plasmideos concedem, por exemplo, resisténcia a antibioticos, tal inibicéo
pode representar uma grande desvantagem.

Até 0 momento ndo encontramos estudos sobre o sistema CRISPR-Cas em C.
striatum. Iniciamos a analise do sistema CRISPR-Cas avaliando o locus Cas e 0 CRISPR,
entretanto outros elementos deste sistema como as sequéncias lider e os espacadores assim
como a localizacdo do sistema no genoma serdo posteriomente estudados. Os dez genomas de
C. striatum avaliados neste estudo foram submetidos ao banco de dados CRISPRfinder para
pesquisa por elementos CRISPR. Nossa analise mostrou que o genoma da estirpe 1954 nao

apresentou a regido do sistema CRISPR-Cas (Tabela 29).
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Sistema Cas/ Tamanho/
Estirpes Contig Classificacado Sequéncia Consenso N° de Similaridade dos espacadores (%)
Makarova et al (2015) espacadores
1954 - - - - -
Cas3, Csel, Cse2, Cas?, 13 espacadores desconhecidos
6  Cas5, Cash, Casl, Cas2/ GTCCGCCCCZGBCS_T?BAgCef;%(;‘SATGAGCC © 939pb(15) 1 espacador -Rivularia sp. PCC 7116 (100,0)
tipo I-E P petG 1 espagador -Calothrix sp. PCC 6303 (94,7)
1961
GGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 41 espagadores desconhecidos =
9 - . 2591 pb (42) 1 espacador — Catenulispora acidiphila DSM 44928
28 pb - 43 repeticBes
(95,0)
Cas3, Csel, Cse2, Cas?, 17 espacadores desconhecidos
15 Cas5, Cas6, Casl, Cas2/ GTCCGCCCCGCGTAAGCGQGGATGAGCC 1123 pb (18) 1 espagador — Roseiflexus castenholzii DSM 13941
. 28 pb - 19 repeticdes
tipo I-E (95,2)
GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCC
72 - 28 pb - 5 repeticGes, 1 sequencia com o primeiro 333pb (5) 5 espacadores desconhecidos
nucleotideo diferente
2023
Cas?, Casl, Cas3, Cas6, 8 espacadores desconhecidos
17 Cas5, Caste, C'se2, Csel GGAAATACCTCCGCGTGCGCGGAGAAGAG o pb(9) 1 espacador - Hymenobacter sp. PAMC 26554
tipo | 29 pb - 10 repeticOes
(100,0)
GGAAATACCTCCGCGTGCGCGGAGAAGAG
27 - 29 pb - 12 repeticdes, 4 sequencias com 961 pb (15) 15 espacadores desconhecidos

nucleotideos diferentes
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Tabela 29 (continuacéo)

Resultados encontrados pelo CRISPRfinder.

Sistema Cas/ Tamanho/
Estirpes Contig Classificacdo Sequéncia Consenso N° de Similaridade dos espacadores (%)
Makarova et al (2015) espacadores

47 espacadores desconhecidos
1 espacador — Thermofilum pendens Hrk 5 (94,7)

Cas3, Csel, Cse2, Casy, 1 espacador — Eubacterium limosum KIST612
4 Casb. Cas6, Casl, Cas2/ GTCCGCCCCGCGTAAGCC_ECEGGATGAGCC 3140 pb (51) 928 ¢
28 pb - 52 repeticdes (92,0)

tipo I-E 1 espacador — R. castenholzii DSM 13941 (95,2)
2038 1 espacgador — Haloferax volcanii DS2 (100,0)

57 espacadores desconhecidos

Cas2, Casl, Cas3, Cass, 1 espacador - Acidipropionibacterium

6 Coss, Casre, G2, CTCTTCTCCRCBCACOCOOASCTATITCC 3628 pb (59) - acidipropionici GCF_001855335(95,4)
tino I’ . petie 1 espacador - Fervidobacterium pennivorans DSM
P 9078 (100,0)

19 espacadores desconhecidos
1 espacador - Methanothermobacter wolfeii
GCF_900095815 (100,0)

Cas3, Csel, Cse2, Cas7,
21 Casb, Cas6, Casl, Cas2/
I-E

GGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC

28 pb - 21repeticdes 1248 pb (20)
48 espacadores desconhecidos
1 espacador — C. simulans GCF001586235 (96,3)
1 espacador — Thermus thermophilus JL-18 (100,0)
1 espacador — Caldicellulosiruptor kristjanssonii

2130 10 i GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCC 3260 pb (53)

28 pb - 54 repeticOes L77R1B (94,7)

P petie 1 espacador — Burkholderia plantarii

GCF_001411805 (100,0)
1 espacador — H. volcanii DS2 (100,0)

AGTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCC
- 29 pb - 6 repeticdes, 3 sequéncias com o primeiro 522 pb (8) 8 espacadores desconhecidos
nucleotideo trocado)

35
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Resultados encontrados pelo CRISPRfinder.

Sistema Cas/ Tamanho/
Estirpes Contig Classificacdo Sequéncia Consenso N° de Similaridade dos espagadores (%)
Makarova et al (2015) espacadores
GGGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 13 espacadores desconhecidos
36 - 29 pb (12 repeticdes, 3 sequéncias com o primeiro 950 pb (15) 1 espagador — Thermus thermophilus JL-18 (100,0)
nucleotideo trocado) 1 espacador — C. simulans GCF001586235 (96,3)
2130
52 - GTCCGCCCCGCGTAAGCC.;CEGGATGAGCC 823 pb (13) 13 espacadores desconhecidos
28 pb - 14 repeticdes
GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCC .
58 - 28 pb - 5 repeticdes 271 pb (4) 4 espacadores desconhecidos
41 espacadores desconhecidos
Cas3, Csel, Cse2, .
Cas?7, Cas5, Cas, GGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 1 espacador —R. castenholzii DSM 13941 (95,2)
15 - 2713 pb (44) 1 espacador —E. limosum KIST612 (92,0)
Casl, Cas2/ 28 pb - 45 repeticdes
tipo I-E 1 espagador —T. pendens Hrk 5 (94,7)
2230 Cas3. Csel Cse2 44 espacadores desconhecidos
Cas?, Cas5, Cas6, GGGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 1 espagador — R. castenholzii DSM 13941 (95,2)
28 s 2896 pb (47) 1 espagador —E. limosum KIST612 (92,0)
Casl, Cas2/ 29 pb — 48 repeticdes
ti 1 espacador —T. pendens Hrk 5 (94,7)
po I-E
Cas3, Csel, Cse2, 44 espacgadores desconhecidos
9937 4 Cas7, Casb, Cas6, GGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 2896 pb (47) 1 espacador —R. castenholzii DSM 13941 (95,2)
Casl, Cas2/ 28 pb - 48 repeticdes P 1 espacador — E. limosum KIST612 (92,0)
tipo I-E 1 espacador — T. pendens Hrk 5 (94,7)
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Resultados encontrados pelo CRISPRfinder.

Estirpes Contig

Sistema Cas/

Classificacdo Makarova et

al (2015)

Sequéncia Consenso

espacgadores

Similaridade dos espacadores (%)

2296 15

Cas3, Csel, Cse2, Cas7,
Casb, Cas6, Casl, Cas2/
tipo I-E

GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCC
29 pb - 101 repeticdes

92 espacadores desconhecidos

1 espacador -Geobacillus sp. WCH70 (100,0)

1 espacgador - Chloroflexus sp. Y-400-fl (94,7)

1 espacador — Veillonella parvula GCF_002005185
(100,0)

1 espacador - Nostoc sp. NIES-3756
GCF_001548375 (95,0)

1 espacador - Sulfolobus sp. A20 GCF_001719125
(100,0)

1 espacador - Rivularia sp. PCC 7116 (90,9)

1 espagador — Thermus oshimai JL-2 (100,0)

1 espacador — Thermodesulfatator indicus DSM
15286 (95,0)

2308

18

Cas2, Casl, Cas3, Casb,
Casb, Cas7e, Cse2, Csel/
tipo I’

Cas3, Csel, Cse2, Cas7,
Casb, Cas6, Casl, Cas2/
tipo I-E

GGAAATACCTCCGCGTGCGCGGAGAAGAG
29 pb - 59 repeticdes

GGGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC
29 pb - 118 repeticOes

3567 pb (58)

56 espacadores desconhecidos

1 espacador —Acidipropionibacterium
acidipropionici GCF_001602115(95,5)

1 espacador —Fervidobacterium pennivorans DSM
9078 (100,0)

111 espacadores -desconhecidos

1 espacador —Porphyromonas gingivalis
GCF_001263815 (90,9)

1 espacgador —Thiocystis violascens DSM 198
(91,3)

1 espacador —Bacillus tusciae DSM 2912 (94,7)
1 espacador —R. castenholzii DSM 13941 (95,2)
1 espagador —E. limosum KIST612 (92,0)

1 espacador —T. pendens Hrk 5 (94,7)
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Resultados encontrados pelo CRISPRfinder.

Sistema Cas/ Tamanho/
Estirpes Contig Classificacao Sequéncia Consenso N° de Similaridade dos espacadores (%0)
Makarova et al (2015) espacadores
TGGAAATACCTCCGCGTGCGCGGAGAAGAG 4 espacadores desconhecidos
19 30 pb - 6 repeticGes, 2 sequéncias com o primeiro 353 pb (5) 1 espacador — A. acidipropionici
nucleotideo trocado GCF_001602115 (95,4)
44 espacadores desconhecidos
GGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC TR
21 28pb - 47 repeticBes, 1 sequéncias com o primeiro 2833 pb (46) (19e152§1gad0r —P. gingivalis GCF001263815
UIEEILIEYIRED 1 espacador — T. violascens DSM 198 (91,3)
34 espacadores -desconhecidos
2308 35 GGGCTCATCCCCGCTTACGCGGGGCGGAC 2292 pb (37) 1 espacador — T. pendens Hrk 5 (94,7)
29 pb - 38 repeticdes P 1 espacgador - Bacillus tusciae DSM 2912 (94,7)
1 espacador — E. limosum KIST612 (92,0)
18 espacadores desconhecidos
45 GGCTCATCCCCGCTTACG_CFGGGCGGAC 1188 pb (19) 1 espacador — R. castenholzii DSM 13941
28 pb - 20 repeticoes (95.2)
GGAAATACCTCCGCGTGCGCGGAGAAGAG .
49 29 pb - 5 repeticdes 279 pb (4) 4 espacadores desconhecidos
39 espacadores desconhecidos
1 espacador - Veillonella parvula
GCF_002005185 (100,0)
1 espacador - Nostoc sp. -3756
2425 17 GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCCC 2772 pb (45) GCF_001548375 (95,00)

29 pb - 46 repeticOes

1 espacador - Sulfolobus sp. A20
GCF_001719125 (100,0)

1 espacador - Rivularia sp. PCC 7116 (90,91)
1 espacador — Thermus oshimai JL-2 (100,0)
1 espacador — T. indicus DSM 15286 (95,00)
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Resultados encontrados pelo CRISPRfinder.

Sistema Cas/ Tamanho/
Estirpes Contig Classificacdo Makarova et al Sequéncia Consenso N° de Similaridade dos espacadores (%0)
(2015) espacadores
53 espacadores desconhecidos
o2 . Cas3, gzié g:i 2322/ Casd,  GTCCGCCCCGCGTAAGCGGGGATGAGCCE 3384 pb (55) L espacador - Geobacillus sp. WCHT0 (100,0)
;:ipo I-’E 29 pb - 56 repeticOes P 1 espacador - Chloroflexus sp. Y-400-fl (94,7)

Cas3, Csel, Cse2, Cas7, Casb,
216 - Casb, Casl, Cas2/
tipo I-E

66 espacadores desconhecidos

1 espacador — C. urealyticum DSM 7109(89,65)
1 espacador - Dokdonella koreensis
GCF_001632775 (91,3)

1 espagador — C. glutamicum R(100,0)

1 espacador — Herpetosiphon aurantiacus
ATCC 23779 (94,7)

1 espacador - Thermobifida fusca Y0 X(100,0)

S el [ e S CECOEAC 1 espacador - Actinomyces sp. GCF001278845

28 pb - 77repeticdes 4723 pb (94.7)
A primeira sequencia tem um nucleotideo diferente ) 1 eépagador _ Methylobacterium nodulans ORS
© 2060 (94,7)

1 espacador - Sulfolobus islandicus
GCF_000245095(100,0)

1 espacador — Bifidobacterium longum DJO10A
(95,0)

1 espacador - Methylomonas sp. DH-1
GCF_001644685 (94,4)

1 espacador - Azospirillum sp. B510 (100,0)

Fonte: (Da autora, 2018).
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O sistema CRISPR-Cas em 9 genomas apresentou uma regido cluster com o locus cas do
tipo I-E, segundo a classificacdo de Makarova et al (2015), onde o locus Cas € composto por
oito genes organizados na seguinte ordem: Cas3, Csel, Cse2, Cas7, Cas5, Cas6, Casl e Cas2
(Figura 44).

Figura 44 — Regido cluster com o locus Cas tipo I-E encontrado em nove estirpes. Subtipo I-E
da regido cluster do locus Cas, segundo a classificacdo de Makarova et al. (2015)

— ) )5 m)

Fonte: (Da autora, 2018).
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Os genomas das estirpes 2023, 2038, 2230 e 2308 apresentaram duas regides com
sistema CRISPR-Cas. O genoma da estirpe 2230 apresentou dois locus Cas do tipo I-E, sendo
gue em uma regido ndo foi observado o gene Cas3, e sim, uma transposase da familia ISL3
onde seria a localizacao deste gene. A presenca do locus Cas adicional em um local diferente
no genoma foi também descrita em estirpes de C. diphtheriae (HIDALGO-CANTABRANA
et al, 2017, SANGAL; FINERAN; HOSKISSON, 2013).

A analise comparativa do locus Cas do tipo I-E das 9 estirpes de C. striatum mostrou
que a regido de aproximadamente 8.963 pb, identificada nos genomas das nove estirpes se
encontra conservada apresentando similaridade acima de 99,34% entre si. Esta regido tem
similaridade acima de 99% com o locus Cas das estirpes de C. striatum 215 e 216 e de 97%
com C. simulans estirpe Wattiau (cobertura de 100%).

Em trés genomas (2023, 2038 e 2308) além da regido do sistema CRISPR-Cas com
locus Cas do tipo I-E, outro locus Cas com um arranjo genético diferente que denominamos
de Cas tipo I' foi observado, onde 0 gene cas3 se encontra entre os genes casl e cas6 (Figura
45, Tabela 29). Diferentes arranjos do locus Cas do tipo I-E também foi encontrado em
genomas de C. diphtheriae (SANGAL; FINERAN; HOSKISSON, 2013) e C.
pseudotuberculosis (PARISE, 2015).
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Figura 45 - Regido cluster com o locus Cas tipo I’ encontrado nos genomas das estirpes 2023,
2038 e 2308

Cas2
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Cas3
Casb
Cass
Cas?
Csel
Csel

(g o

Fonte: (Da autora, 2018).

A analise comparativa do locus Cas do tipo I’ de aproximadamente 8.716 pb,
detectado em 3 estirpes (2023, 2038 e 2308), também se encontra conservado com
similaridade acima de 99,97% entre si e similaridade de 98% (cobertura de 100%) com as
estirpes C. striatum Kc-Na-01 e C. simulans PES-1 (Genbank n°® CP014634). As sequéncias
nucleotidicas dos locus Cas tipo I-E e I' ndo apresentaram similaridade, isto sugere que foram
adquiridas em eventos genéticos distintos. A avaliacdo do locus Cas tipo I' sera realizada para
verificar se este € uma variante do tipo I-E ou outro subtipo do tipo I.

Resumindo, nos genomas das estirpes analisadas verificamos a presenca de apenas
uma regido do sistema CRISPR-Cas do tipo I-E em cinco estipes (1961, 2130, 2037, 2096 e
2425), sendo que na estirpe 2230 encontramos duas regides semelhantes do sistema CRISPR-
Cas do tipo I-E. Nas estirpes 2023, 2038 e 2308 duas regides do sistema CRISPR-Cas com
locus Cas diferentes: tipo I-E e tipo I'.

Segundo alguns autores, nem todos os loci CRISPR tém genes cas adjacentes,
sendo possivel que apenas o subconjunto de locus CRISPR que possuem genes cas adjacentes
sejam funcionalmente ativos e 0s demais sejam inativos, ou que um conjunto de proteinas Cas
seja suficiente para a atividade de locus CRISPR que ndo possuem genes cas adjacentes
(BHAYA; DAVISON; BARRANGOU, 2011, MAKAROVA et al, 2015). Verificamos que
cinco estirpes (1961, 2023, 2130, 2308 e 2425) deste estudo apresentaram tambem locus
CRISPR sem o0s genes cas adjacentes (Tabela 29). Como nossos genomas ndo sdo completos,
ndo temos como avaliar com certeza se estes locus CRISPR estdo fragmentados, uma vez que
regides repetitivas podem ser colapsadas em uma Unica regido no processo de montagem
(RICKER; QIAN; FULTHORPE, 2012).

Uma avaliacdo preliminar dos espacadores foi realizada e os resultados sé&o
apresentados na Tabela 29. A maioria dos espacadores encontrados nas estirpes avaliadas ndo

possui similaridade com sequéncias do banco de dados CRISPRfinder e os espacadores
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caracterizados apresentaram, na maioria, similaridade com sequéncias de bactérias
ambientais.

Algumas analises comparativas preliminares foram realizadas com a regido do sistema
CRISPR-Cas de estirpes do mesmo pulsotipo e perfil de multirresisténcia. As estirpes 2230 e
2237 pertencem ao pulsotipo VI e ao perfil de multirresisténcia C (ANEXO A) e
apresentaram o locus Cas tipo I-E. Estas estirpes foram isoladas do mesmo paciente, num
intervalo de 1 més. Verificamos que o genoma da estirpe 2230 isolada inicialmente
apresentou duas regides CRISPR-Cas semelhantes, sendo uma destas com regides
incompletas (Figura 46a). Ja o genoma da 2237 apresentou apenas uma regido CRISPR-Cas,
cujo locus Cas apresenta 100% de similaridade com o locus Cas completo da estirpe 2230. A
auséncia da proteina Cas3 no locus Cas do contig 25 (estirpe 2230) corrobora com a hipétese
de adaptacdo do genoma para garantir um gasto energético menor para célula bacteriana.
Nestas analises verificamos também que os genomas das estirpes 2023 e 2308 que pertencem
ao pulsotipo I e ao perfil de multiresisténcia A e apresentaram o locus Cas tipo I-E e o tipo
Cas I'. Estas estirpes foram isoladas num intervalo de 48 meses. A presenca das variedades do
tipo I-E, no genoma dessas estirpes e na estirpe 2038 parece evidenciar uma vantagem
seletiva para estas bactérias. O locus Cas do sistema CRISPR-Cas I’ nas estirpes 2023 ¢ 2308
é bastante conservado e apresenta 100% de similaridade, como é possivel observar na Figura
46b.
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Figura 46 — Analise comparativa do sistema CRISPR-Cas entre as estirpes 2237 e 2230, do
mesmo pulsotipo. Imagens geradas pelo programa EasyFig a partir dos alinhamentos das
sequéncias nucleotidicas pelo algoritmo Blastn.
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b) Sistema CRISPR-Cas to tipo I’ nas estirpes do pulsotipo I

Fonte: (Da autora, 2018).

O sistema CRISPR-Cas ocorre em quase metade das bactérias descritas e funciona
como um mecanismo de defesa contra DNA exogenos, provenientes de fagos ou plasmideos
(OSTRIA-HERNANDEZ et al, 2015). Este sistema foi detectado em nove estirpes de C.
striatum, exceto na estirpe 1954, que carrea dois profagos intactos em seu genoma. Além
disso, ndo detectamos maquinaria de replicacdo de plasmideos em nossas estirpes, apesar de
boa parte do conteudo genético do plasmideo pTP10 ter sido localizado nos genomas de
nossas estirpes. 1sso corrobora a hipotese de que a aquisicdo de material genético ocorre de
forma balanceada nas bactérias, a fim de evitar gasto energético excessivo para a manutencao
de varios elementos genéticos moveis.
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Estudos futuros de mapeamento e filtragem de reads do sequenciamento de nossas
estirpes serdo realizados para a correta estimativa do tamanho e localizacdo em nossos
genomas, uma vez que estes apresentam uma quantidade muito grande de elementos
repetitivos, como as Sl. Além disso, estudos da caracteriza¢do do tipo I’ encontrado em trés

estirpes serdo realizados.
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5 CONCLUSOES

e A tipagem molecular por PFGE revelou a permanéncia de C. striatum multirresistente
do pulsotipo I e 11 no ambiente hospitalar, como agente de infeccao invasiva;

e As analises de genes constitutivos baseadas em trés esquemas de MLST descritos para
corinebactérias mostraram ser mais discriminatérios para as estirpes de C. striatum,
quando comparadas com a tipagem por PFGE, uma vez que as estirpes do pulsotipo |
puderam ser diferenciadas;

e A analise utilizando os genes do esquema de MLST para C. diphtheriae, além de ter
sido uma ferramenta (til para identificacdo das espécies do género Corynebacterium,
também foi mais discriminatério do que as demais analises baseadas em genes
empregados em esquemas de MLST para outras corinebactérias;

e As analises de taxonomia genémica aplicadas as nossas estirpes corroboraram a
espécie C. striatum;

e A deteccdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos MLSB (ermX),
aminoglicosideos  (aph(3’)-la, strA-strB), tetraciclinas (tetA-tetB e tetW),
cloranfenicol (cmx) e beta-lactdmicos (bla e ampC, recentemente descritos) nas
estirpes de C. striatum € consistente com padrdes de multirresisténcia observados nas
diversas espécies de corinebactérias;

e A analise dos genomas de estirpes multirresistentes de C. striatum permitiu determinar
0 contexto dos genes de resisténcia e 0s elementos genéticos moveis relacionados a
estes;

e Todos os genes de resisténcia estudados apresentaram contextos genémicos distintos
entre as estirpes, mesmo entre aquelas do mesmo pulsotipo e paciente;

¢ Neste estudo foi verificado que a resisténcia aos aminoglicosideos possivelmente pode
estar associada a mutagdes encontradas na posicdo 1379 do gene ribossomal 16S;

e A resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos, com exce¢do dos carbapenémicos,
ndo parece estar relacionada apenas a presenca dos genes bla e ampC, conforme
sugerido na literatura. O gene ampC foi detectado no cromossomo de todas as estirpes;

e Um dado interessante observado em nossas analises é a relacdo do gene bla com a
presenca do regulador BLR, nunca antes descrita na literatura. O regulador BLR foi
detectado em regides incompletas de profagos em algumas estirpes. As estirpes bla-

positivas e BLR-negativas apresentaram as maiores CIM para todos os beta-
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lactdmicos testados. Ja as estirpes bla-positivas e BLR-positivas apresentaram CIM
variaveis;

Outro dado observado neste estudo ainda ndo descrito na literatura é a relacdo da
mutacdo na posicdo 353 da sequéncia de proteinas do gene constitutivo rpoB com a
resisténcia a rifampicina em corinebactérias, um antimicrobiano amplamente utilizado
para o tratamento de tuberculose no Brasil;

Mutagbes no gene folA podem estar envolvidas na resisténcia aos antimicrobianos
sulfametoxazol-trimetoprim nas estirpes (2038, 2230, 2237 e 2296) resistentes a esta
droga associada. A estirpe 2296 carreadora do gene sull apresentou a maior CIM
encontrada para este antimicrobiano;

Diferente do que é observado em muitas espécies bacterianas, os integrons ndo estdo
envolvidos na multirresisténcia em nossas estirpes, uma vez que foi detectado em
apenas 2 estirpes, porém ndo apresentam cassetes génicos de resisténcia;

Vérias Sl estavam associadas aos genes de resisténcia adquiridos aqui estudados,
algumas delas flanqueando alguns genes ou como componentes de transposons. O
elevado numero de Sl encontrado sugere uma grande plasticidade genémica dessas
estirpes, que foram isoladas de infeccBes invasivas em ambiente hospitalar;

N&o encontramos genes associados a magquinaria de replicacdo de plasmideos.
Entretanto, as estirpes multirresistentes carream em seus cromossomos grande parte do
conteudo genético de resisténcia do plasmideo pTP10 de C. striatum, sugerindo que
este pode ter sido incorporado aos cromossomos de nossas estirpes;

As estirpes ndo compartilham uma ilha gendmica envolvida na multirresisténcia. Além
disso, a maioria dos genes de resisténcia adquiridos em nossas estirpes ndo foram
encontrados nas ilhas gendmicas de resisténcia;

O sistema CRISPR-Cas, um importante sistema de defesa contra DNA invasores, ndo
foi encontrado apenas na estirpe 1954. As demais possuem sistema CRISPR-Cas do
tipo I-E em seus genomas. Trés estirpes também carream um sistema CRISPR-Cas do
tipo |1 que apresenta uma configuracdo bastante diferente deste sistema até entdo
publicado na literatura e foram nomeados do tipo I’ (desconhecido);

As estirpes que apresentam sistema CRISPR-Cas em seus genomas ndo carream fagos
completos. E importante ressaltar que apenas a estirpe 1954 que ndo tem um sistema

CRISPR-Cas apresentou dois profagos intactos, corroborando a hip6tese de que
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manter varios elementos genéticos na célula bacteriana representa gasto energético
excessivo;

e A presenca de diferentes elementos genéticos mdveis demonstra a plasticidade dos
genomas de C. striatum multirresistentes isolados de infecgdes nosocomiais invasivas.

Isto impacta na propagacao da resisténcia e no controle dessas infecgdes.
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ANEXO A - RESULTADOS DO TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS DAS 21 ESTIRPES DE C. STRIATUM (RAMOS, 2014)

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Suscetibilidade aos agentes antimicrobianos das 21 estirpes de C. striatum pelos métodos de disco-
difusdo (halos em milimetros) e difusdo em gradiente de concentragdo (CIM em mg/L)

Antimicrobianos !

Estirpes
CIP MOX GEN VAN CLI ERI LIN RIF IMI CLO PEN TET PS?
2023 0 12 10 20 0 0 39 0 0 0 >256 1 A
2038 0 14 0 21 0 0 33 0 0 0 >256 1 A
2089 0 13 10 24 0 0 46 0 0 13 >256 0,5 A
2091 0 13 8 18 0 0 34 0 0 6 >256 2 A
2103 0 14 15 20 0 0 32 0 0 0 2-3 1 A
2245 0 13 13 18 0 0 36 0 0 0 >256 2 A
2285 0 13 9 17 0 0 38 0 0 8 >256 2 A
2308 0 13 8 19 0 0 33 0 0 0 >256 1 A
2316 0 10 9 19 0 0 38 0 0 6 >256 2 A
2439 0 13 11 17 0 0 39 0 0 8 >256 1 A
2454 0 12 9 19 0 0 36 0 0 9 >256 1 A
2228 0 13 9 20 0 0 38 38 0 7 4 1 B
2230 0 13 0 20 0 0 33 39 0 0 2-4 2 B
2237 0 14 0 20 0 0 35 39 0 0 2-4 1 B
2243 0 11 11 20 0 0 41 42 0 9 >256 0,5 B
2324 0 0 10 22 0 0 38 38 4 0 2 0,5 B
2390 0 15 10 20 0 0 39 0 32 0 1 1 Bl
2296 0 8 6 20 0 0 35 39 33 0 0,5 0,5 Cc
2401 0 0 0 22 0 0 36 35 30 0 2 1 Cc
2432 0 0 19 22 0 0 38 43 36 9 0,25 0,25 Cc
2130 22 20 28 29 0 0 33 42 35 6 0,5 2 D
2425 0 0 28 22 0 0 32 40 32 10 0,12 0,5 E
2376 32 32 28 20 23 25 36 39 33 26 0,5 2 F

Os resultados destacados em amarelo e verde significam fendtipos resistentes e sensiveis, respectivamente. CIM
= Concentragdo inibitéria minima; ! CLI: clindamicina; CLO: cloranfenicol; ERI: eritromicina; CIP:
ciprofloxacino; GEN: gentamicina; IMI: imipenem; LIN: linezolida; MOX: moxifloxacino; PEN: penicilina;
RIF: rifampicina; TET: tetraciclina; VAN: vancomicina; 2 PS: perfil de susceptibilidade. Os antimicrobianos
penicilina e tetraciclina foram os Unicos testados pelo método de difusdo em gradiente de concentracdo, 0s
demais foram testados pelo método de disco-difusdo e os valores dos halos em milimetros sdo mostrados na
tabela para cada antimicrobiano

A definicdo de resisténcia em C. striatum baseou-se nos pontos de corte para CIM e
didmetros dos halos (em milimetros) definidos pelo documento BrCAST (2017). Devido a
auséncia de pontos de corte para os antimicrobianos linezolida (30 pg), imipenem (10 pg) e
cloranfenicol (30 ug) para Corynebacterium spp., foram utilizados os pontos de corte para
Staphylococcus spp.

Vinte isolados apresentaram cinco niveis diferentes de multirresisténcia
correspondendo a seis perfis de susceptibilidade: A, com resisténcia a 9 agentes
antimicrobianos; B e B1, resisténcia a 8 agentes antimicrobianos; C, resisténcia a 7 agentes

antimicrobianos; D, resisténcia a 6 agentes antimicrobianos e E, com 5 agentes
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antimicrobianos. Exceto a estirpe 2376 isolada de neonato, todos as estirpes de C. striatum
foram resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano em trés ou mais categorias e

consequentemente identificados como multirresistentes.
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ANEXO B - RESULTADOS DAS ABORDAGENS TAXONOMICAS APLICADAS A

ESTIRPE C. STRIATUM KC-NA-01 (GENBANK N° CP021252)

Resultados das analises de taxondmica gendmica da estirpe Kc-Na-01 utilizando a cepa tipo ATCC 6940
como referéncia para as abordagens empregadas.

Estiroes ANI (%) AAI (%) DDH (%) Assinatura de Karlin
P (>95%) (>95%) (>70%) (< 10)
Kc-Na-01 95,1 94,7 62,2 5,9

ANI, identidade média de nucleotideos; AAI, identidade média de aminoacidos; DDH, hibridizacdo DNA-

DNA in silico.

Arvore-guia gerada pelo alinhamento entre os genomas que compartilham o maior contelido
genético, gerada pelo programa Mauve.

Colored ranges

|:| C. striatum

C._xerosis_ATCC373

—

Tree scale: 0.01 —

C__amycolatum_SK46
C__aurimucosum_ATCC700975
C__singulare_IB5-B522138
C__minutissimumn_ATCC23348
C__simulans_Wattiau

C._siriatum_KcNa01

1961
1954
C._striatum_ATCCED40
C__siriatum_962_CAUR
2130
2038
2308
2023
2425
2296
2237
2230

A barra de escala (0,01) representa a taxa de substitui¢cfes nucleotidicas por sitio.



