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RESUMO

Staphylococcus saprophyticus ¢ uma bactéria Gram-positiva responsavel por infeccdes do
trato geniturinario, acometendo principalmente mulheres jovens sexualmente ativas. Junto
com Escherichia coli, € responsavel por 90% das infecgdes em mulheres férteis, entretanto,
pode causar infec¢des em homens e mulheres de todas as idades. O repertdrio de proteinas
secretadas por microrganismos patogénicos ¢ utilizado para garantir sucesso no
estabelecimento da infec¢do e na persisténcia dentro do hospedeiro. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo comparativa do proteoma
extracelular de 3 cepas clinicas de S. saprophyticus, com a finalidade de detectar possiveis
diferencas na secrecdo de proteinas relacionadas a viruléncia e adaptacdo do
microrganismo. As cepas utilizadas no estudo sdo denominadas de ATCC 15305, 7108 e
9325. Por meio da Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho acoplada a Espectrometria
de Massas in tandem (UPLC-MSF), foram identificadas um total de 159 proteinas. Dentre
elas, 44 foram encontradas no exoproteoma dos 3 cepas, enquanto que 20 apenas nas cepas
ATCC 15305 e 7108, 11 em ATCC 15305 e 9325, e 12 nas cepas 7108 ¢ 9325. Quinze
peptideos foram expressos exclusivamente por S. saprophyticus 9325, 21 pelo ATCC
15305 e 36 pela cepa 7108. Os trés cepas secretaram moléculas com fungdo bioldgica
relacionada a via glicolitica, como a triose-fosfato isomerase (TPI), enolase, gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e frutose-bifosfato aldolase, moléculas claramente
envolvidas em processos extracelulares de outros organismos patogénicos, conhecidas
como proteinas “moonlighting”. Proteinas envolvidas na defesa contra o estresse, como a
catalase, a alquil hidroper6xido redutase subunidade C (AhpC), a superdxido dismutase
(SOD), também foram detectadas na analise, dentre outras relacionadas a processos
metabolicos como fermentacdo latica, sintese de parede celular, processamento de
proteinas e metabolismo do ferro. O antigeno estafilococico secretado A (SsaA), uma
molécula imunogénica detectada previamente na cepa ATCC 15305, ndo foi detectada na
cepa 7108, dado confirmado por ensaio de Western-blotting. Reacdes de PCR com primers
especificos e DNA gendmico das 3 cepas e posterior sequenciamento do gene ssad,
mostrou que a cepa possui o gene em condi¢cdoes idénticas ao encontrado em S.
saprophyticus ATCC 15305 e 9325, porém ndo ¢ capaz de secretar o antigeno para o meio
extracelular, nas condi¢cdes ambientais em estudo. No exoproteoma de S. saprophyticus
7108 foi encontrada uma maior quantidade de proteinas exclusivas, incluindo quatro da
classe das peptidases, enzimas apontadas muitas vezes como potenciais fatores de
viruléncia bacteriana. Desta forma, as diferencas encontradas no repertorio de proteinas
extracelulares de 3 cepas clinicas de S. saprophyticus, demonstram uma flexibilidade
metabolica utilizada por este uropatégeno em promover a patogénese no trato geniturinario
humano.

Palavras-chave: S. saprophyticus, infec¢do urindria, viruléncia, protedmica, proteinas
extracelulares
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ABSTRACT

Staphylococcus saprophyticus is a Gram-positive bacterium responsible for genitourinary
infections, mainly affecting young sexually active women. Along with Escherichia coli is
responsible for 90% of infections in fertile women, however, can cause infections in men
and women of all ages. The repertoire of proteins secreted by pathogenic microorganisms
is used to ensure success in the establishment of infection and persistence in the host. In
this sense, this study aimed to comparative characterization of extracellular proteome of 3
clinical strain of S. saprophyticus, in order to detect possible differences in the secretion of
proteins related to virulence and adaptation of the microorganism. The strains used in the
study are called ATCC 15305, 7108 and 9325. Ultra-Performance Liquid Chromatography
coupled to Mass Spectrometry in tandem (UPLC-MSF) have identified a total of 159
proteins. Among them, 44 were found in exoproteome of 3 strain, while 20 only in strains
ATCC 15305 and 7108, 11 in ATCC 15305 and 9325, and 12 in 7108 and 9325. Fifteen
peptides were expressed exclusively by S. saprophyticus 9325, 21 by ATCC 15305 strain
and 36 by 7108. The three strain secreted molecules with biological function related to the
glycolytic pathway, such as the triosephosphate isomerase (TPI), enolase, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and fructose-bisphosphate aldolase, molecules
clearly involved in extracellular processes from other pathogenic organisms, proteins
known as "moonlighting". Proteins involved in defense against stress, such as catalase,
alkyl hydroperoxide reductase subunit C (AhpC), superoxide dismutase (SOD), were also
detected in the analysis, among others related to metabolic processes such as lactic
fermentation, cell wall synthesis, protein processing, and iron metabolism. Staphylococcal
secretory antigen A (SsaA), a immunogenic molecule previously detected in ATCC 15305
strain, was not detected in strain 7108, as confirmed by Western-blotting assay. PCR
reactions with specific primers and genomic DNA of the 3 strains and subsequent
sequencing ssad gene, showed that the strain has the gene under conditions identical to
those found in S. saprophyticus ATCC 15305 and 9325, but is not able to secrete the
antigen into the extracellular milieu, under environmental conditions in study. In
exoproteome S. saprophyticus 7108 was found to take a greater amount of unique proteins,
including four of the class of peptidases, enzymes often identified as potential virulence
factors of bacterial. Thus, the differences found in repertoire of extracellular proteins of
three clinical strain of S. saprophyticus, demonstrate a metabolic flexibility used by this
uropathogen to promote pathogenesis in human genitourinary tract.

Keywords: S. saprophyticus, urinary tract infection, virulence, proteomics, extracellular
proteins
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1 INTRODUCAO

1.1 O GENERO Staphylococcus

As bactérias Gram-positivas se destacam por compor em sua parede celular
uma camada espessa de peptideoglicano e acidos teicdicos, diferentemente das Gram-
negativas, que contem uma fina camada de peptideoglicano, lipopolissacarideos,
fosfolipideos e lipoproteinas. Os cocos Gram-positivos compreendem um grupo
diversificado de bactérias. Apresentam algumas caracteristicas em comum, como a forma
esférica e a auséncia de enddsporo. A presenga ou a auséncia da atividade enzimatica de
catalase ¢ um simples teste utilizado para diferencia-los dos varios géneros pertencentes a
este grupo, como Micrococcus e Streptococcus (MURRAY, et al., 2009).

O género Staphylococcus ¢ composto por um grupo de bactérias Gram-
positivas que estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, ¢ colonizam a pele e
mucosas de seres humanos, podendo fazer parte da microbiota humana. Porém, o aumento
excessivo da populagdo de bactérias no organismo pode ser prejudicial, causando
infecgdes, que podem ter origem através do aumento local ou sistémico de microrganismos
ou na atuacdo de toxinas e enzimas que atuam facilitando sua aderéncia celular (MURRAY
et al., 2009).

As bactérias do género  Staphylococcus pertencem a  familia
Staphylococcaceae, e a maioria possui didmetro compreendido entre 0,5 e 1,5 pm. Trata-se
de cocos Gram-positivos, catalase positivos, imdveis, aerobios, podendo ser anaerdbios
facultativos, ou seja, apresentam capacidade de fermentar glicose tanto em aerobiose
quanto em anaerobiose. As bactérias deste grupo tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva, de onde deriva o nome Staphylococcus (origem grega:
staphylé: cachos de uvas), porém, em espécimes clinicos, estes podem se apresentar como
células unicas, pares ou em cadeias curtas. As colbnias geralmente sdo encontradas com
aspecto opaco, de cores que variam desde branco até alaranjado, apresentando crescimento
6timo entre 30 e 37°C (SANTOS, et al., 2007).

O género consiste atualmente (2016), de acordo com a List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature, na citacdo de 49 espécies e 26 subespécies. No
geral, o DNA das bactérias do género Staphylococcus possui um baixo percentual de
citosina e guanina (C+QG), por volta de 30-39 % (SCHLEIFER & KLOOS, 1975). Outro

critério genético conhecido para a inclusdo de uma espécie ao género Staphylococcus ¢
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baseado na arvore filogenética construida pela comparagao das sequéncias do rRNA 16S e
rRNA 23S (LUDWIG & KLENK, 2001). Woese, em 1987, demonstrou que a filogenia do
rRNA 16S ¢ extremamente util na classificacdo de bactérias em espécies, géneros e

familias.
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Figura 1. Morfologia das bactérias do g

Os estafilococos sdo capazes de se adaptar a qualquer meio, e compdem
principalmente, a pele de seres humanos. Eles também podem ser encontrados no trato
geniturinario e gastrointestinal, sendo considerados importantes patogenos, por serem
capazes de causar um amplo espectro de doencas sistémicas que ameacam a vida,
incluindo infecgdes de pele, tecidos moles, ossos, trato urinario, bem como infec¢des
oportunistas (SANTOS, et al., 2007; MARTINS, 2009).

Alguns estafilococos patogénicos podem produzir a coagulase, enzima capaz
de coagular o plasma, sendo considerado um potencial fator de viruléncia destes
microrganismos. Desta maneira, a produ¢do ou ndo desta enzima caracteriza dois grupos
distintos de estafilococos: estafilococos coagulase positivos (SCP), e estafilococos
coagulase negativos (SCN) (BECKER, et al., 2014).

Entre as espécies coagulase positivas, Staphylococcus aureus representa a
espécie geralmente envolvida em infecgdes humanas, responsavel por grande parte de
infeccdes nosocomiais e adquiridas na comunidade, sendo, portanto, a espécie mais
conhecida e extensivamente estudada. E encontrado, principalmente, na pele e em vias
aéreas anteriores de seres humanos e a resisténcia a antimicrobianos tem sido responsavel
por elevados indices de morbidade e mortalidade hospitalares. Por exemplo, S. aureus

resistente a meticilina (MRSA) se destaca por produzir infecgdes graves tanto em pacientes
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hospitalizados como em pacientes da comunidade (SANTOS et al., 2007, OHLSEN &
LORENZ, 2010). A resisténcia a meticilina ou oxacilina ¢ carregada por meio do cassete
cromossomico SCCmecA, em cepas de S. aureus, e € principalmente dependente do
produto do gene mecA, uma proteina de ligacdo a penicilina, responsavel pela baixa
afinidade por antimicrobianos B-lactimicos (MONTEIRO, et al., 2012). Cepas emergentes
de S. aureus com resisténcia intermediaria (VISA) e resisténcia completa a vancomicina
(VRSA) também tém sido encontradas e cada vez mais temidas, ja que este ¢ o antibidtico
de escolha no tratamento de infecgoes por MRSA (MIMICA & BEREZIN, 2006;
MUTHUKRISHNAN, et al., 2011).

Espécies coagulase negativas sdo isoladas com frequéncia em laboratérios de
microbiologia, sendo consideradas como importantes causas de infec¢do, particularmente
no ambiente hospitalar, em pacientes imunocomprometidos, ou portadores de corpos
estranhos (BECKER, et al., 2014). No entanto, o seu significado clinico em muitas
situacBes ainda é dificil de estabelecer, pois eles podem ser patégenos comensais ou
invasores. Entre as infec¢Oes causadas por SCN, temos bacteremias, endocardites,
meningites, peritonites, osteomielites, artrites, infec¢cdes do trato geniturinario, e doengas
relacionadas com a inser¢do corporal de cateteres ou proteses (BECKER, et al., 2014;
MARTINS, 2009; PRIYA et al., 2014). As espécies mais envolvidas em doengas humanas
incluem: Staphylococcus epidermidis, e Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
saprophyticus, considerados patdgenos oportunistas frequentes, atingindo juntos cerca de
80% dos casos de infecgdes por estafilococos (CRISTINO, 2000; FARINA, et al., 2013).

S. saprophyticus, € um SCN que esta associado com infeccBes do trato urinario
(ITU) e tem sido considerado o segundo agente causador de infeccbes adquiridas na
comunidade, atrds de Escherichia coli, sendo responsavel por cerca de 40% das infeccdes
ocorridas em mulheres jovens, levando a casos infec¢bes recorrentes em cerca de 10-15%
das mulheres infectadas (FERREIRA et al., 2012; KING et, al., 2012; LEE, et al., 2013).

1.2 Staphylococcus saprophyticus

Até o inicio anos 1960, SCN haviam sido considerados apenas como
contaminantes da urina, ja que estes comp8em a microbiota da pele e mucosa geniturinaria
de seres humanos (ISHIHARA, et al., 2001). Foi em 1962 que Pereira relatou o isolamento

de estafilococos coagulase-negativa a partir da urina de mulheres com ITU aguda. Assim,
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nos anos seguintes o organismo, antes classificado no grupo dos Micrococcus, foi entdo
denominado S. saprophyticus (RAZ, et al., 2005).

S. saprophyticus, € um SCN, que esta intimamente associado com ITU sem
complicacdo em seres humanos, ou seja, acomete pacientes ndo hospitalizados, com trato
urinario apresentando estruturas e funcdes normais, e esta relacionado principalmente com
a ocorréncia de cistites em mulheres jovens (HEILBERG & SCHOR, 2003; ORDEN-
MARTINEZ, et al., 2008; TRIVEDI et al, 2015). O microrganismo tem apresentado
importancia especial na infeccdo de mulheres sexualmente ativas, representando mais de
40% da ITU neste grupo (RAZ, et al., 2005; KING, et, al., 2012; FERREIRA, et al., 2012),
embora, também existem casos relatados de ITU em homens e mulheres de todas as idades
(BECKER, et al., 2014). A infeccdo causada por S. saprophyticus compartilha muitas
caracteristicas  clinicas da infeccdo causada por E. coli, mas difere na
patogénese/patogenia, ou seja, nos eventos disparados a partir do contato com o patdgeno,
até a manifestacdo da doenga, na variacdo sazonal e na distribuigdo geografica (RAZ, et al.,
2005).

Pertencente ao Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem Bacillales e familia
Staphylococcaceae, a cepa ATCC 15305 (American Type Culture Collection) de S.
saprophyticus teve seu genoma sequenciado em 2005 por Kuroda e colaboradores,
fornecendo assim uma ampla oportunidade de estudo neste organismo. Na ocasido, Kuroda
e colaboradores mostraram que S. saprophyticus ATCC 15305 apresenta um genoma
contendo 2.516.575 pares de base, com percentual de C+G de 33,2%, comum aos
estafilococos. Mostraram também que S. saprophyticus contém vérios elementos moveis,
como dois cassetes cromossémicos denominados de SCCiszoscap € SCCiszosrm € dOiS
plasmideos pSSP1 e pSSP2.

1.2.1 Epidemiologia e relevancia clinica de S. saprophyticus

ITU é uma fonte universal de morbidade humana, com milhdes de casos cistite
e pielonefrite relatados anualmente. Estima-se que 40 - 50% de todas as mulheres terdo
pelo menos uma ITU em sua vida, e uma em cada trés mulheres ja tiveram pelo menos um
diagnostico clinico de ITU atée a idade de 24 anos (KING, et, al.,, 2012). O trato
geniturinario humano pode ser infectado por inUmeros microrganismos patogénicos,
levando a danos no sistema urindrio como a uretrite, cistite, pielonefrite e formagéo de

pedras urinarias (LOES, et al, 2013). Dentre as bactérias causadoras de ITU, temos as



25

Gram-negativas E. coli e Klebsiella pneumoniae, e as Gram-positivas S. saprophyticus e
Enterococcus faecalis (LO, et al., 2015).

S. saprophyticus esta amplamente distribuido no ecossistema, tornando comum
a contaminacdo de uma variedade de alimentos. O trato gastrointestinal é o principal
reservatorio de S. saprophyticus, sendo que a colonizacdo da uretra, reto e vagina esta
intimamente relacionada a infecges urinarias (ORDEN-MARTINEZ, et al., 2008). O meio
mais comum de colonizagdo gastrica é através do contato direto com animais
contaminados, ou através da ingestdo alimentos carneos mal cozidos (RAZ, et al., 2005).

S. saprophytiucs tem se apresentado como segundo agente causador de ITU
descomplicada em mulheres, podendo causar complicacbes severas como pielonefrite,
septicemia, nefrolitiase e endocardite (RAZ et al., 2005). Junto com E. coli, é responsavel
por 90% das ITU em mulheres em idade fértil (GUPTA, et al., 1999). Embora infec¢bes
por S. saprophyticus tenham sido encontradas principalmente em mulheres jovens
sexualmente ativas, casos também foram reportados em pacientes pediatricos. Um estudo
retrospectivo realizado por Lo e colaboradores em 2015, mostrou elevada incidéncia (24,5
%) de ITU por S. saprophyticus, em adolescentes entre 12 e 15 anos, em atendimento
hospitalar emergencial no Japdo. A taxa de incidéncia maior é encontrada na faixa etaria
dos 16 aos 25 anos, chegando a 42,5 % em estudo realizado por Wallmark e colaboradores
(1978).

A incidéncia elevada em mulheres jovens pode ser compreendida pelas
mudancas hormonais comuns da fase reprodutiva, e foi associada inclusive a relacao
sexual recente. Mudangas na microbiota vaginal por meio de infecgdes por Candida spp.
ou por espermicidas presentes no preservativo, também podem estimular a colonizagdo por
S. saprophyticus em mulheres (RAZ, et al., 2005). Um estudo retrospectivo em um
laboratdrio da Espanha pbéde constatar uma prevaléncia significativa de infecces por S.
saprophyticus em mulheres gravidas. A taxa foi de 83,4 % de mulheres infectadas na faixa
dos 15 a 44 anos, sendo que 13,4 % delas estavam em periodo de gestacdo (ORDEN-
MARTINEZ, et al., 2008).

S. saprophyticus também é capaz de infectar homens em todas as faixas etarias,
podendo causar uretrite, prostatite, epididimite e nefrolitiase neste grupo. O microrganismo
ja foi isolado em homens jovens e homossexuais, devido a capacidade de colonizagéo retal,
sendo raramente encontrado em pacientes hospitalizados. Infec¢Bes por S. saprophyticus
também estdo relacionadas a mudancgas sazonais ocorridas no final do verdo e outono,

sendo esta época comum o aumento dos casos de gastroenterite, favorecendo entdo a
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colonizacdo intestinal (RAZ et al., 2005), embora um estudo espanhol tenha relacionado a
incidéncia de infecgbes principalmente nos meses de primavera e outono europeus
(ORDEN-MARTINEZ, 2008).

A infeccdo de S. saprophyticus em idosos € pouco comum, ja que infeccBes
urinarias neste grupo normalmente estdo associadas a insercdo de cateteres uretrais ou
outras manipulagdes do trato geniturinario, sendo mais comum, portanto, o isolamento de
outros SCN nestes pacientes, como S. epidermidis (RAZ, et al., 2005).

ITUs causados por S. saprophyticus tem apresentado grande importancia
clinica por se tratar de infecgdes recorrentes ¢ sintomas comuns da inflamagdo do trato
inferior, como hematuria e pitria, presenca de sangue e leucocitos degenerados na urina,
respectivamente, foram vistos com mais frequéncia entre os pacientes. Além disso, S.
saprophyticus foi relatado como causa de 13% das infec¢des do trato urinario superior,
uma incidéncia mais elevada do que infec¢des por outras bactérias. Ja foi mostrado
também que pacientes infectados por S. saprophyticus, queixaram-se mais de disuria (ardor
ao urinar), frequéncia urindria, ¢ dor nas costas do que individuos infectados com E. coli.
Casos de célculos renais e uretrais também foram associados com infec¢des causadas por
S. saprophyticus (RAZ, et al., 2005; PARK, et al., 2010).

O tratamento de infec¢des causadas por S. saprophyticus inicialmente ¢
realizado por meio de agentes antimicrobianos comumente utilizados para tratar ITUs, com
excecdo do acido nalidixico e fosfomicina. (ORDEN-MARTINEZ, et al., 2008). Porém,
com o passar dos anos, tem aparecido cepas resistentes a outros antibidticos, como
cefixima e eritromicina (ISHIHARA, et al., 2001; ORDEN-MARTINEZ, et al., 2008).
Isolados de S. saprophyticus resistentes a meticilina carreadoras do gene mecA,
responsavel pela resisténcia & antimicrobianos B-lactamicos, ja foram descritos no Japéo e
Suécia. Apesar de serem casos de ocorréncia isolada, o desenvolvimento de novos estudos
€ necessario para o monitoramento de futuras cepas multirresistentes de S. saprophyticus
(HIGASHIDE, et al., 2008, SODERQUIST & BERGLUND, 2009).

1.2.2 Diagnostico laboratorial

Para a realizacdo do diagnoéstico de ITUs, além da quantificacdo de bactérias
na urina, elementos celulares presentes na urina, 0 método de coleta utilizado e o quadro
clinico do paciente sdo fatores que também devem serlevados em consideragcdo

(ANDREU, et al., 2011). O diagnostico das infeccdes estafilococicas é realizado por meio
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do isolamento, através de meios de cultura comum, seletivo e diferencial indicador, como
agar sangue e manitol salgado, e da caraterizagdo através de testes bioquimicos, como o
teste da catalase e o teste da coagulase (ANVISA, 2004).

A identificacdo de S. saprophyticus em amostras de urina é realizada
basicamente através da analise da resisténcia a novibiocina, auséncia de hemolisina e
coagulase. Este modo de rastreio é considerado altamente sensivel e especifico, ja que €
capaz de diferencid-lo dos outros SCN de importancia clinicas. Porém, testes comerciais
adicionais podem ser necessarios para o diagnéstico confirmatorio. Morfologicamente, as
colbnias de S. saprophyticus sdo circulares, grandes, convexas e hiperpigmentadas, apos
crescimento em placa por 24 horas. Cerca de 65% das colonias apresentam cor amarelada,
e 35% séo esbranquicadas (HEILBERG & SHOR, 2003; RAZ, et al., 2005; FARINA, et
al., 2013).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA E ADAPTACAO DE S. saprophyticus

Muitas das bactérias Gram-positivas estdo amplamente distribuidas no meio
ambiente, podendo ser encontradas no ambiente ou na pele, mucosas e em outros locais
corporeos dos seres humanos como parte da microbiota. Em condi¢cGes homeostasicas,
essas bactérias estabelecem uma relacdo harmdnica com o sistema imune, competindo por
substrato com bactérias oportunistas e evitando a proliferacdo destas (MURRAY, et al.,
2009).

Entretanto, o elevado aumento da populacdo de bactérias que compfem a
microbiota do corpo pode ser prejudicial, causando infec¢Oes. Estas infeccOes
normalmente sdo causadas pela multiplicacdo local e sistémica de bactérias, bem como
pela acdo patogénica de exotoxinas ou moléculas que atuam facilitando a aderéncia celular
desses microrganismos (MURRAY, et al., 2009).

A patogénese das infeccOes por estafilococos consiste na capacidade da
bactéria em modular estratégias que permitem adesdo, agressdo, invasdo, persisténcia e
evasao imune no hospedeiro (BECKER, et al., 2014). Esses mecanismos sdo denominados
de fatores de viruléncia e estdo relacionados a capacidade do organismo em invadir e se
multiplicar em um hospedeiro, causando doenca. Os principais fatores de viruléncia
descritos em S. aureus, um SCP, sdo componentes de superficie celular e toxinas. Algumas
enzimas também tém sido consideradas fatores de viruléncia nesta espécie de estafilococo
(KIM, et al., 2012; ZECCONI & SCALI, 2013; GRUMANN, et al., 2014). Dentre os
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fatores de viruléncia encontrados em SCN, incluem-se varias enzimas extracelulares, como
lipases e proteases. A capacidade de formacao de biofilme por alguns SCN, caracteristica
responsavel pela resisténcia a antibidticos e protecdo a ataques pelo sistema imune do
hospedeiro, também é devido a atuacdo de proteinas extracelulares (OTTO, 2009).

O conhecimento dos mecanismos de viruléncia de S. saprophyticus comecou a
ser elucidado recentemente, através, principalmente, de abordagens protedmicas, porém,
ainda néo estdo claramente elucidados. Um dos primeiros fatores de viruléncia encontrado
em S. saprophyticus foi a enzima urease, um complexo enzimatico composto por 3
unidades, capaz de converter ureia em amonia e dioxido de carbono, facilitando a
disseminacéo e a invasdo de bexiga e rim de pacientes infectados (GATERMANN et al.,
1989b; KLINE, et al., 2010). A presenca de amdnia na urina aumenta o pH local, que
normalmente se encontra entre os pHs 5 e 6, levando a precipitacdo de sais e formacéo de
pedras urinarias. Desta maneira, ao atingir o trato urinario, 0 microrganismo produz urease
como mecanismo de adaptacéo, tornando o pH alcalino como uma caracteristica comum da
urina de pacientes infectados por S. saprophyticus (LOES et al., 2014).

A capacidade de aderéncia a proteinas da matriz extracelular ou a células uro-
epiteliais € um passo fundamental na colonizacdo de bactérias causadoras de ITUs.
Proteinas de superficie de S. saprophyticus também se mostraram como provaveis fatores
de viruléncia, estando envolvidas, principalmente, num passo crucial do processo de
colonizacdo do hospedeiro: a adesdo (SANKIC, et al., 2006; KLEINE, et al., 2015).

Ssp (proteina associada a superficie de S. saprophyticus) e Aas
(autolisina/adesina de S. saprophyticus) sdo duas proteinas associadas a superficie nao
covalentemente, que podem desempenhar papel importante na viruléncia de S.
saprophyticus (KING, et al., 2012). A Ssp é uma adesina descrita em S. saprophyticus,
presente em grandes quantidades na superficie, o qual foi observada inicialmente nas cepas
7108 e CCM83 (GATERMANN, et al., 1992). Mais tarde ela foi caracterizada nas cepas
7108 e 9325, como uma proteina com atividade de lipase, encontrada na maioria das cepas
de S. saprophyticus (SANKIC, et al., 2005). A Aas € considerada uma proteina
multifuncional que se liga a fibronectina, capaz de aglutinar eritrécitos de carneiro e se
comportar como uma autolisina durante a divisdo celular (SANKIC, et al., 2006;
HENDERSON & MARTIN, 2011; KLEINE, et al., 2015).

Outra adesina encontrada é a hemaglutinina denominada UafA (fator de uro-
aderéncia A), uma proteina ancorada a parede celular que pode atuar facilitando a

aderéncia do patdgeno a células da bexiga e vesicula biliar, considerada assim como um
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componente de superficie microbiana reconhecedora de moléculas da matriz adesiva
(MSCRAMMS) (GATERMANN, 1986; KURODA, et al., 2005, MATSUOKA, et al.,
2011). Kuroda e colaboradores notaram hemaglutinacdo e adesdo reduzidas a células
humanas de carcinoma de bexiga, em condicbes de delecdo do gene uafA em S.
saprophyticus ATCC 15305. Recentemente o UafB (fator de uro-aderéncia B), uma
adesina rica em serina, foi mostrado na cepa MS1146, como um fator ligante de
fibronectina, fibrinogénio e células endoteliais da bexiga. Estes dois fatores apresentam
capacidade de hemaglutinacdo, sendo este um mecanismo utilizado pela bactéria para
facilitar a sua aderéncia a mucosa geniturinaria humana (KING et al., 2011).

A Sdrl (Serine-Aspartate Repeat Protein 1) é uma molécula adesiva que foi
caracterizada na cepa 7108, como proteina ligante de colageno tipo I, homologa a proteinas
adesivas Sdr de S. aureus e S. epidermidis (SAKINC, et al., 2006; KLEINE, et al., 2010;
KLINE, et al., 2010). Em 2015, Kleine e colaboradores demonstraram, por meio de um
modelo murino, que Sdrl pode estar envolvida na hidrofobicidade da superficie celular de
S. saprophyticus, caracteristica que acredita-se estar relacionado a capacidade de aderéncia
a células do epitélio urinario.

Dentre outros fatores putativos de viruléncia de S. saprophyticus, temos o0s
acidos lipoteicoicos, que também podem agir como adesinas durante processo infeccioso
(TETI, et al.,1987), e a enzima p-serina desaminase (DsdA), que tem se mostrado como um
potencial fator de viruléncia de S. saprophyticus em modelo murino. O estudo apontou a
capacidade do patdgeno em utilizar a p-serina presente na urina como fonte Unica de
carbono, indicando um mecanismo essencial de crescimento no hospedeiro (KORTE-
BERWANGER, et al., 2013).

A proteina sssF (proteina de superficie de S. saprophyticus F), pertencente a
um grupo de proteinas altamente conservado nos estafilococos, foi recém descrita nas
cepas ATCC 15305 e MS1146, como um fator crucial na prote¢do do microrganismo
contra o &cido graxo linoleico, elemento integrante do sistema imune inato de seres
humanos de acdo bactericida (KING, et al., 2012).

Com o sequenciamento do genoma de S. saprophyticus cepa ATCC 15305,
Kuroda e colaboradores revelaram um cassete cromossomico esfilocécico responsavel pela
sintese de uma capsula polissacaridica (CP), denominado SCCis3oscap. Em 2010, Park e
colaboradores mostraram que cepas de S. saprophyticus encapsuladas eram capazes de
escapar da opsonizacdo fagocitica e resistir @ morte mediada pelo sistema complemento,

enguanto que os mutantes acapsulados foram sensiveis a morte por neutréfilos humanos.
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Notaram também que apenas algumas das cepas clinicas em estudo eram providas de CP,
apresentando entdo, a CP de S. saprophyticus como um fator de viruléncia determinante
deste patdgeno.

De modo geral, as moléculas citadas contribuem para a adeséo, e possivel
internalizacdo do microrganismo a células uro-epiteliais, como visto em E. coli. A
internalizacdo da bactéria permite a persisténcia da infeccdo no trato geniturinario, pois
dentro da célula, o patdgeno esta protegido de ataques causados por antibiéticos e defesas
imune do hospedeiro (SZABADOS, et al., 2008).

Desta forma, 0 sucesso patogénico de S. saprophyticus se deve principalmente
por sua capacidade de aderir persistentemente ao trato urinario, associado a secre¢do de
urease, um importante fator de viruléncia em ITUs. A urease est4 intimamente relacionada
ao crescimento e a invasdo persistente de bactérias na bexiga, sendo um fator
uropatogénico associado a formacdo de célculos renais em casos de infeccGes causadas
também por outros patdgenos, como Klebsiella spp. (KURODA, et al., 2005).

Porém, apesar dos fatores de viruléncia j& mostrados em S. saprophyticus,
estudos de grande escala neste modelo ainda sdo necessarios. Kuroda e colaboradores, na
ocasido do sequenciamento completo do genoma de S. saprophyticus ATCC 15305,
mostrou que mesmo pertencendo a0 mesmo género, a0 comparar 0 genoma de S.
saprophyticus com o de S. epidermidis e S. aureus, foram encontrados 582 (23,8%) ORFs
(Open Reading Frame) especificas de S. saprophyticus. Desta maneira entdo, tanto o
quadro de proteinas de superficie, como o arsenal de moléculas secretadas de S.

saprophyticus tendem a apresentar diferencas, se comparado a outras espécies do grupo.

1.4 PROTEINAS EXTRACELULARES E VIRULENCIA

O exoproteoma constitui aproximadamente 30% do total de proteinas de um
organismo, englobando assim um conjunto de proteinas secretadas para o meio
extracelular, com fungdes diversas, como toxinas, quimiocinas, enzimas, anticorpos e
hormdnios (RANGANATHAN & GARG, 2009). A secre¢do de proteinas em bactérias ¢
uma reacdo multifasica, capaz de sofrer alteracdo por meio de estimulos externos, sendo
considerada fundamental na sintese de membrana e parede celular, garantindo assim a
viabilidade celular bacteriana (ECONOMOU, 2002).

Em geral, o microrganismo patogénico ¢ capaz de secretar um repertdrio de

proteinas, dentre elas, aquelas responsdveis pela capacidade do organismo de se
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desenvolver no hospedeiro, definindo entdo a sua capacidade de adesdo e disseminagao
durante um processo infeccioso (LEE & SHNEEWIND, 2001; ABBY, et al., 2016). Desta
forma, as proteinas extracelulares de microrganismos infecciosos tem se mostrado como
importantes fatores de viruléncia e adaptacdo, sendo muito Uteis no estudo da interacao
parasito-hospedeiro. Dentre as funcdes dessas proteinas, se destacam as relacionadas a
protecdo do microrganismo contra o estresse oxidativo e a opsonizacdo fagocitica por
células imunes do hospedeiro (LEE & SHNEEWIND, 2001).

De acordo com Lee e Shneewind, o principal mecanismo bacteriano de invasao
ao hospedeiro, consiste na capacidade do microrganismo em aderir a células do hospedeiro
e secretar toxinas e fatores de viruléncia durante disseminagdo, garantindo assim sucesso
no estabelecimento da infeccdo e persisténcia no hospedeiro, nas diversas condicbes
ambientais. Além do mais, proteinas extracelulares de patogenos intracelulares estdo
expostas ao sistema imune do hospedeiro, sendo consideradas, portanto, os primeiros alvos
antigénicos a desencadear uma resposta imunitdria no hospedeiro (MARIAPPAN, et al.,
2009).

Um dos primeiros trabalhos que mostrou a relevancia clinica das proteinas
extracelulares dos estafilococos foi realizado em 1930 por Jordan e colaboradores, apés
perceberem que o filtrado do sobrenadante de cultura de Staphylococcus spp. era capaz de
desencadear sintomas de intoxicacdo alimentar em humanos. Mais tarde, Schlievert e
colaboradores conseguiram associar a secrecdo de toxina por S. aureus a uma sindrome
semelhante a vista nos casos de sepse, caracterizando entdo a Sindrome do Choque Toxico
(TSS).

A maior parte dos fatores de viruléncia de S. aureus é considerada proteinas
secretadas, as quais podem ser adesinas, responsaveis pela aderéncia do microrganismo ao
hospedeiro, exotoxinas e enzimas com a funcdo de facilitar a evasdo ao sistema imune e
disseminag¢do celular (KUSCH & ENGELMANN, 2014). Um exemplo s&o os
superantigenos secretados por S. aureus, moléculas consideradas como responsaveis pelos
sintomas severos da TSS (SCHLIEVERT et al., 1981). Kusch e Engelmann acreditam que
as proteinas secretadas por S. aureus apresentam-se como um potencial reservatorio de
novos mecanismos de viruléncia.

Recentemente Stemerding e colaboradores (2013) descreveram uma nova
fungéo para as proteinas extracelulares de S. aureus. Por meio da secregdo de moleculas
imunomoduladoras, como a FLIPr, S. aureus foi capaz de escapar da fagocitose por

neutréfilos em modelo de infeccdo ex vivo. A capacidade de escape ao sistema imune
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confere a0 microrganismo patogénico a habilidade de sobreviver no hospedeiro e
estabelecer infeccdo (STEMERDING, et al., 2013).

Em estudo pioneiro, nosso grupo recentemente identificou proteinas presentes
no exoproteoma de S. saprophyticus. Algumas das proteinas identificadas foram capazes
de incitar a uma resposta imune humoral em camundongos Balb/c, como por exemplo, 0
antigeno imunodominante A (IsaA), o antigeno estafilocdcico secretado A (SsaA), e a
enolase, caracterizadas entdo como proteinas imunogénicas (OLIVEIRA, 2014). Essas trés
proteinas ja foram identificadas e caracterizadas em outras bactérias do género, as quais se
apresentaram como potenciais fatores de viruléncia (LANG et al., 2000; CARNEIRO et
al., 2004; LORENZ et al., 2011).

1.5 O ESTUDO DOS PROTEOMAS

Os dados disponibilizados pelo sequenciamento de genomas sdo limitados, se
ndo complementados com técnicas mais abrangentes e especificas, que sejam capazes de
analisar tanto as etapas de transcricdo de genes, como os produtos produzidos por eles, as
proteinas. Como sabemos, o processo de expressdo génica apresenta inimeros niveis de
regulagdo, até chegar ao produto final (JAMESDANIEL, et al., 2009). Assim, o estudo de
sequéncias génicas por sO si ndo oferecem informacdes completas quanto a biologia de
organismos importantes.

Desta maneira, na Era Po6s-Genomica, novos termos foram surgindo, na
intencao de nomear as diversas possibilidades de estudos permitidos apds a disponibilidade
dos genomas. O transcriptoma, a protedmica e a metabolomica, por exemplo, diz respeito
ao estudo de transcritos, proteinas e metabolitos produzidos, por um determinado
organismo (OTTO, et al., 2012).

O numero rapidamente crescente de genomas sequenciados tem fornecido uma
grande oportunidade para o estudo de seus proteomas (SONG, et. al., 2009). A expressao
proteoma foi citada pela primeira vez em 1996, com a finalidade de denominar o conjunto
de proteinas expressas por um organismo, surgindo assim a termo protedmica como o
estudo dos proteomas (NEIDHARDT, 2011; MONTEIRO, et al., 2012).

O estudo dos proteomas consiste, portanto, na analise da expressdao de um
grupo de genes e das proteinas produzidas, ap6s modificagdes pos-traducionais, as quais
ocorrem em resposta a determinadas condi¢des ambientais (DOMON & AEBERSOLD,

2010). Diferentemente do genoma, que ¢ menos flexivel, o proteoma ¢ altamente dindmico,
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permitindo entdo, além da identificagcdo de proteinas, o estudo das modificagdes, das
interagdes proteina-proteina e dos perfis de expressao sob condigdes previamente definidas
(MONTEIRO, et al., 2012; BASELL, et al., 2014).

Assim, a protedmica contribui com andlises em larga-escala que visa revelar,
de forma completa e abrangente, o perfil de proteinas expressas por um organismo,
fornecendo entdo, uma visdo de sua estrutura, regulacdo e fungdo nos sistemas bioldgicos
(DOMON & AEBERSOLD, 2010). Junto com a bioinforméatica, a protedbmica é
considerada uma importante etapa na elucidacdo das estratégias utilizadas por
microrganismos infecciosos para colonizar o hospedeiro humano (MONTEIRO, et al.,
2012).

Desta forma, a analise dos proteomas tem sido muito utilizada no estudo da
interacdo patogeno-hospedeiro, desmascarando a fisiopatologia das principais infecgdes
que acometem o ser humano. Por exemplo, Pigosso e colaboradores em 2013 foram
capazes de caracterizar, por meio da eletroforese bidimensional (2D-SDS-PAGE) e
espectrometria de massas, diferencas metabolicas entre diversas espécies filogenéticas do
género Paracoccidioides. Outro estudo realizado por Parente-Rocha e colaboradores em
2015, foi capaz de avaliar a resposta protedmica de Paracoccidioides brasiliensis durante
internalizacdo em macrofagos.

Hoje se sabe que as proteinas desempenham papel fundamental no
estabelecimento e persisténcia de infeccdes causadas por bactérias do género
Staphylococcus, atuando na maquinaria da produgdo de biofilme, na aderéncia celular, no
metabolismo, e a agindo também como enzimas e toxinas, entre outras fungdes. Assim, as
ferramentas da protedmica tém sido consideradas poderosas na investigagdo da patogénese
de infeccdes estafilococicas, tornando as moléculas proteicas alvos potenciais para o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico, antibidticos e vacinas (BROKER &
BELKUM, 2011; OTTO, et al., 2014).

Em S. aureus, encontram-se indmeros estudos, sob diversas condicGes,
relacionados a caraterizacdo de proteinas em larga-escala, utilizando a protebmica
(BROKER & BELKUM, 2011). Podemos citar o estudo realizado por Kim e
colaboradores, em 2014, que caracterizou a proteina estafilococica A (Spa) de S. aureus, e
observou que este peptideo de parede celular € capaz de produzir elevados indices de
anticorpos apos inoculacdo em modelo animal, apresentando-se entdo como um alvo
potencial no desenvolvimento de vacinas e imunoterapias anti-estafilocécicas.

A literatura também apresenta diversos estudos de protedmica comparativa,
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que visam a analise da viruléncia de agentes patogénicos. Dentre eles, temos o trabalho de
Siljamaki e colaboradores em 2014, que caracterizaram o perfil do surfacoma de 2 cepas
de S. epidermidis provindos de infeccdes em humanos e bois, e foi capaz de relacionar a
expressao diferencial de proteinas adesinas e lipases entre os isolados, com as
caracteristicas fenotipicas de cada um (SILJAMAKI, et al., 2014B). A analise comparativa
do exoproteoma realizado por Siljamaki e colaboradores, como os mesmos isolados de S.
epidermidis e mais a cepa RP62A associada a sepse bacteriana, revelou diferencas cepa-
especificas na secrecdo de adesinas e antigenos, e um perfil protebmico com mais
proteinas relacionadas a viruléncia, na cepa de S. epidermidis envolvida em casos de sepse
(SILJAMAKI, et al., 2014A).

Em 2016, Bonar e colaboradores seguiram a mesma linha de pesquisa, ao
avaliar, as proteinas extracelulares de isolados de S. aureus com fendtipos altamente
virulentos em comparacao as cepas nao virulentas. Com a analise, Bonar e colaboradores
puderam prever uma identidade genética de cada cepa. As alfa-hemolisinas (HLA) e as
autolisinas bifuncionais (ATL) foram apontadas como indicadores de viruléncia, assim
como a glutamilpeptidase foi relacionada a caracteristica nao virulenta de S. aureus.

O sequenciamento completo do genoma de S. saprophyticus ATCC 15305
revelou um genoma composto por 2.516.575 pares de base, como ja mencionado. A
comparagao com o genoma de outras espécies de Staphylococcus forneceram informagdes
sobre a especialidade de S. saprophyticus em estar envolvido exclusivamente em infecg¢des
do trato urinario, e ndo em infec¢des graves como as causadas por S. aureus. Por exemplo,
o genoma de S. saprophyticus apresentou inumeras ORF’s envolvidas em sistemas de
transporte e regulacdo, porém ORF’s relacionadas a compostos celulares e viruléncia foram
poucas em comparagdo com S. aureus e S. epidermidis. Por sua vez, os sistemas de
transportes encontradas em S. saprophyticus estavam relacionados ao transporte de ions
contidos na urina (KURODA, et. al., 2005). Diante desses dados, as ferramentas da
protedmica podem claramente auxiliar na elucidacdo de diferengas existentes entre
isolados bacterianos, apontando caracteristicas que podem, inclusive, provocar variagdes
no grau de patogenicidade dentro da espécie.

Diante disto, destacamos a importancia da andlise global e comparativa de
proteinas no estudo da viruléncia e patogenia de microrganismos infecciosos, como S.

saprophytitcus.
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2 JUSTIFICATIVA

S. saprophyticus é um dos principais agentes causadores de ITU adquirida na
comunidade, acometendo principalmente mulheres jovens sexualmente ativas. Junto com
E. coli, é responsavel por 90% das infeccGes em mulheres férteis. Além de causar
infeccdes recorrentes, S. saprophyticus, pode funcionar como repositorio de genes
importantes para conferir resisténcia a antibioticos, podendo repassa-los a outras espécies
de bactérias. Desta maneira, S. saprophyticus, tem apresentado elevada importancia clinica
e merece atengdo especial por se tratar de um organismo ainda pouco estudado.

Utilizada em estudos com S. aureus, a proteOmica de larga-escala tem
contribuido cada vez mais na identificagdo de moléculas importantes pelo sucesso
patogénico de diversos organismos, como também na explicagdo dos mecanismos de
invasdo e dissemina¢do utilizados por microrganismos patogénicos em geral. Associado a
analises de fatores extracelulares, como as proteinas secretadas, esta ferramenta torna-se
imprescindivel no estudo das interagdes entre patdégeno e hospedeiro.

Com o sequenciamento do genoma de S. saprophyticus ATCC 15305 em 2005,
surgiu-se entdo a possibilidade de uma andlise mais aprofundada deste patdogeno, por meio
de ferramentas da protedmica. Assim, o conhecimento dos fatores de viruléncia utilizados
por diferentes cepas de S. saprophyticus se faz necessario para uma melhor compreensao
da patogénese deste microrganismo. O presente trabalho visa contribuir na elucidag¢do
destes mecanismos, através da identificagdo e comparacdo do perfil do proteoma

extracelular de trés cepas deste modelo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
e Comparacao do exoproteoma de 3 cepas clinicas S. saprophyticus, com a finalidade
de detectar diferencas na secrecao de potencias proteinas envolvidas na viruléncia e

adaptacdo do microrganismo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter extratos proteicos secretados pelas cepas ATCC 15305, 7108 e 9325 de
S. saprophyticus;

. Avaliar presenca de lise celular em sobrenadante de cultura;

o Identificar proteinas secretadas pelas cepas de S. saprophyticus;

. Comparar o perfil de expressdo das proteinas extracelulares de S. saprophyticus

nas diferentes cepas em estudo;

o Validar os dados protedmicos obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO DE S. saprophyticus

Para a realizagdo do presente estudo, foram utilizadas 3 cepas clinicas de S.
saprophyticus, denominados ATCC 15305, 7108 e 9325, estocados em glicerol a -80°C. O
cultivo em placa do microrganismo foi realizado em agar BHI (brain heart infusion),
preparado de acordo com as especificagdes do fabricante (Sigma-Aldrich). Apds a obtengao
de colonias isoladas de S. saprophyticus, aproximadamente 3 colonias foram inoculadas
em meio de cultura BHI liquido e mantidas em agitador por 16 horas a 37°C. Apds esse
periodo, as células de S. saprophyticus foram obtidas por centrifugagdo a 2400 g por 10
minutos, as quais foram transferidas para um novo meio contendo 400 ml de BHI, e
incubadas por 1, 3 e 6 horas sob agitacdo a 37°C. O sobrenadante de cultura, contendo as

proteinas secretadas, foi entdo coletado ap6s o periodo de incubagao.

42 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS SECRETADAS POR S.

saprophyticus

Apos o cultivo, o meio de cultura foi centrifugado a 2400 g por 10 minutos, e
o sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de 0,22 pm (Millipore®). Para a
obten¢do de proteinas através do método de precipitagdo isoelétrica, o sobrenadante foi
entdo tratado com d&cido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich) a concentracao final de
10% e incubado por 16 horas a 4°C (RAJALINGAM, et. al., 2009; QUIBLIER, et. al.,
2013). Um precipitado de proteina foi obtido através da centrifugacdo do sobrenadante
tratado, por 1h a 3000 g a 4°C. O precipitado foi lavado 3 vezes com acetona gelada (4°C)
(Sigma-Aldrich) e concentrado em tampao bicarbonato de amonio a 50mM (Sigma-
Aldrich), pH 8.5, em dispositivo de ultra-filtragdo Amicon 10 kDa (Millipore®), conforme
ja padronizado pelo grupo (OLIVEIRA, 2014). Para a realizacdo de ensaio de atividade
enzimatica, o secretoma extracelular de S. saprophyticus foi obtido, apos filtragdo em
membrana de 0,22 pm (Millipore®), por concentracdo em dispositivo de ultra-filtragdo
Amicon (Millipore®), em tampao Tris Calcio (Tris HCl 2 mM pH 8.8; CaCl, 2mM) até o
volume de aproximadamente 1,5 ml, como realizado anteriormente (WEBER, et al.,
2012). Apds a concentragdo da amostra, o extrato de proteinas extracelulares adquirido foi

dosado pelo método colorimétrico do reagente Bradford (Azul Brilhante de Comassie G-
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250) em plataforma de deteccdo multimodal SpectraMax® Paradigm®, a 595 nm
(Molecular Devices), utilizando soro-albumina bovina (BSA) para a constru¢do da curva

padrdo (BRADFORD, 1976).

4.3 AVALIACAO DO SOBRENADANTE DE CULTURA POR REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE (PCR)

Para a realizagdo da reagao em cadeia da polimerase (PCR) do sobrenadante de
cultura de S. saprophyticus, foi utilizado DNA gendmico como controle. O DNA foi
extraido a partir de colonias de S. saprophyticus ATCC 15305, apo6s lise celular realizado
em dispositivo Bead Beader (Biospec), por meio de pérolas de vidro (Sigma-Aldrich),
conforme protocolo descrito por Sambrook & Russel em 2001, e quantificado em
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). A partir da coleta de 2 ml
do sobrenadante de cultura da cepa ATCC 15305, nos tempos de 1, 3 e 6 horas, reagdes de
PCR foram realizadas, com a finalidade de amplificar um fragmento de 189 pares de base
do gene rpsA que codifica a proteina ribossomal 30S S1. Os primers ou oligonucleotideos
utilizados na reagdo foram, respectivamente, 30S sentido e antissentido: 5
'GTCGTAAAGCAGTAGAGGCATT 3' e 5 'AAACGTGAACAAGTCCATCAAC 3'. As
ciclagens foram realizadas em sequéncias de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C por
30 segundos e 72°C por 30 segundos, e mais uma etapa final de extensdo a 72 °C por 4
minutos. As reagdes foram entdo visualizadas em gel de agarose a 1%, juntamente com um
marcador padrao de DNA (Genne Ruler™, Thermo Fisher Scientific), e corados com Gel
Red (Biotium), ap0s corrida eletroforética. O nivel de sensibilidade da PCR foi analisado

através de DNA gendmico de S. saprophyticus ATCC 15305 nas concentragdes de 50 ng a
1 pg.

4.4 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE)

Com a finalidade de avaliar a qualidade dos extratos proteicos, a integridade
das proteinas extraidas foi analisada apods separacdo pela Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) a 12%. Um volume
equivalente a 40 pg de proteina foi solubilizado em tampao de amostra [Tris-HC1 0.2 M
pH 6,8, SDS 40% (v/v), beta-mercaptoetanol 20 % (v/v), glicerol 20 % (v/v) e tracos de

azul de bromofenol], na proporcao 1:1 (v/v). Logo depois, a mistura foi aquecida a 100°C
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durante 10 minutos, e submetida a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida a 12 %
usando um sistema vertical (GE Healthcare) e tampao padrao de corrida [Tris Glicina
(tris base 0,25 M, glicina 1,92 M e SDS 34 mM)], durante 30 minutos a 80 V seguindo a
120 V até o término da corrida. Um marcador de peso molecular conhecido foi utilizado
em cada corrida eletroforética (GE Healthcare).

Os géis foram corados com solucdo de nitrato prata, devido a alta
sensibilidade de detec¢do de proteinas em nano-escala, conforme protocolo descrito
anteriormente (adaptado de CHEVALLET, et. al., 2006). Primeiramente o gel obtido apds
eletroforese unidimensional de proteinas, foi mergulhado em solucao de fixacao (metanol
50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e 180 pL de formaldeido 37%) por 1 hora. Apds a
incubag¢do, o gel foi lavado trés vezes em solucdo de 50% (v/v) de etanol. A
sensibilizacdo do gel foi realizada em solugdo de tiossulfato de sodio 1,2 mM por 1
minuto e lavado 3 vezes com 4gua destilada. Uma solugdo impregnante, contendo nitrato
de prata 2,9 mM, foi preparado a partir da adi¢do de formaldeido a solugdo. Apds 20
minutos, o gel foi novamente lavado 3x com agua destilada, e a solugdo de revelagdo
(carbonato de célcio 0,6 M, tiossulfato de s6dio usado na sensibilizagdo, e 100 pL de
formaldeido 37 %) foi misturada até que as bandas estivessem visiveis. Para a parada da
reacdo, foi utilizada a mesma solucdo usada na fixa¢do do gel, porém sem a adi¢do de
formaldeido. Os géis foram guardados na solu¢do de parada e mantidos refrigerados a

4°C.

4.5 DIGESTAO POR TRIPSINA E PREPARO DE AMOSTRA PARA nanoUPLC-MSE

Um volume referente a 500 pg de proteina de cada cepa foi preparado para
digestdo, como ja descrito (BAILAO et al., 2014; LIMA et al., 2014). As amostras foram
tratadas com o surfactante RapiGest SF (Waters Corporation) (0,2% v/v), incubadas a 80
°C por 15 minutos e em seguida reduzidas com 2,5 ul de ditiotreitol (DTT) 100 mM (GE
Healthcare) a 60 ° C por 30 minutos, para facilitar a alquilacdo das cisteinas e posterior
digestao por tripsina. As amostras foram alquiladas com 2,5 ul de iodoacetamida 300 mM
(GE Healthcare) e incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos, a temperatura ambiente. A
digestdo das proteinas ocorreu através da adicdo de 100 pL de tripsina 50 ng/uL
(Promega), as quais foram armazenadas a 37 © C por 16 h. Para a precipitagdo do
surfactante, os peptideos obtidos foram tratados com 100 pL de solugdo de &cido

trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich) a 5% e incubados durante 90 minutos a 37 © C. As
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amostras foram centrifugadas a 21000 g por 30 minutos a 6 ° C, e os sobrenadantes
transferidos para tubos novos, sendo logo em seguida, desidratados em speed vacuum
(Eppendorf). O precipitado obtido foi suspenso em 30 pL de dgua ultrapura, e purificado
em ponteiras de cromatografia ZipTips C18 (Millipore). Os peptideos foram novamente
secados em speed vacuum e suspensos em 40 ul de solucao de formiato de amonio 20 mM,
acrescentado de 150 fmol de fosforilase B de coelho (PHB) (MassPREPTM Digestion
Standard, Waters Corporation), usado entdo como padrdo enddgeno, para validar o perfil e

a quantificagdo das proteinas identificadas.

4.6 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR nanoUPLC-MSE

Para avaliar o perfil das proteinas secretadas pelas cepas de S. saprophyticus, as
amostras foram analisadas através da técnica de Cromatografia Liquida de Ultra
Desempenho em nano-escala associada a Espectrometria de Massas in tandem
(nanoUPLC-MSF). Apés a digestdo, os peptideos foram separados por UPLC, e analisados
em sistema nanoACQUITYM (Waters Corporation), equipado com uma pré-coluna Trap
Symmetry C18 5um, 180 um x 20mm, uma coluna XBridge C18 5Sum, 300um x 50mm e
uma coluna analitica 1,7um, 100um x 100mm de fase reversa (RP) (Waters Corporation).
Os peptideos sofreram fracionamento com elui¢do por gradientes crescentes de acetonitrila
(ACN), um solvente organico miscivel em agua, sendo eles 11,4%, 14,7%, 17,4%, 20,7% e
50,0%, respectivamente, e os espectros obtidos utilizando nanoeletrospray como fonte de
ionizacdo (nanoESI, Waters Corporation). Os peptideos foram analisados em triplicata
experimental, com trés injecdes de amostras em cada replicata, conforme ja realizado pelo
grupo (BAILAO et al., 2014).

Para validagdo da identificagdo de proteinas e da andlise do nivel de
quantificagdo, as medi¢des de intensidade observadas foram normalizadas com os

peptideos identificados por meio do padrdo interno digerido.

4.7 ANALISES DE BIOINFORMATICA

Os dados obtidos por meio da nanoUPLC-MSE, foram processados e avaliados
utilizando o banco de dados Protein Lynx Servidor Global (PLGs) versao 3.0.2 (Waters
Corporation). Em seguida, os espectros processados foram comparados com sequéncias

proteicas de banco de dados (http:/www.uniprot.org/), juntamente com sequéncias
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inversas. Expression® informatics versdo 3.0.2 foi utilizado para comparagdes quantitativas
adequadas. As proteinas identificadas foram organizadas por algoritmo de expressdo, em
uma lista estatisticamente significativa, correspondendo a taxas de regulacdo induzidos e
reduzidos, entre as cepas analisadas. O modelo matematico utilizado para calcular as taxas
faz parte do algoritmo de Expressdao dentro do software PLGs da Waters Corporation
(GEROMANOS et al., 2009). A taxa de repeticio minima para cada proteina, para a
inclusdo na andlise, foi de 2 em todas as replicatas. As tabelas de peptideos e proteinas
geradas pelo PLGs foram mescladas e a variedade dinaminca do experimento foi calculado
utilizando o programa MassPivot versao 1.0.1. Assim, as tabelas foram comparadas
utilizando o software Spotfire versao 8.0, como descrito previamente (MURAD et al.,

2011; MURAD & RECH, 2012).

48 AVALIACAO DE DNA GENOMICO POR REACAO EM CADEIA DO
POLIMERASE (PCR)

A extragdo de DNA gendmico das 3 cepas de S. saprophyticus foi realizada de
acordo com o descrito na se¢do 4.3. Sequéncias codificadores do antigeno estafilococico
secretado A (SsaA) foram  obtidas em  banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, nimero de acesso BAE17758.7) e oligonucleotideos foram

desenhados utilizando o software Genne Runner versao 2.1. Assim, 0s primers ou

oligonucleotideos utilizados na reacao foram: sentido 5’
GTGGATCCCCGATTCCATGAAAAAAATCGCTACAGCT 3> e antissentido 5’
GTCGACCCGGGAATTCTTAGTGAATGTAGTTGTAAC 3°. Posteriormente, o

fragmento do gene ssad, de tamanho esperado de 726 pb, foi amplificado por PCR, por
meio de reacdes com volume final de 10 pL, utilizando-se 5 pL de Green Taq Master Mix
(Promega), 10 pMol de cada oligonucleotideo e 50 ng de DNA gendmico de S.
saprophyticus. As ciclagens foram realizadas em termociclador, respeitando as seguintes
especificagdes: 40 ciclos a 94°C por 20 segundos, 50°C por 20 segundos, 72°C por 60
segundos, e entdo finalizadas com uma etapa final de extensao a 72°C por 4 minutos. As
reacdes foram avaliadas em gel de agarose a 1% corados com Gel Red (Biotium) e
submetidos a eletroforese, juntamente com um marcador padrdo de DNA (Genne Ruler™,
Thermo Fisher Scientific). A purificacdo da PCR para posterior sequenciamento génico foi
realizado por meio do kit QIlAquick PCR Purification (Qiagen) e quantificado em
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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4.9 SEQUENCIAMENTO GENICO DO ANTIGENO ESTAFILOCOCICO SECRETADO
A (SsaA)

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger utilizando kit comercial
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). A reacdo foi
realizada utilizando 300 ng de produto de PCR purificado conforme protocolo descrito na
secao 4.7. Foi utilizado 1 puL de solugdo Big Dye, 2 uL de Tampao BD e 2,5 uM de
oligonucleotideo descritos na se¢do 4.7 em um volume de 10 pL de reagdo. A reagdo foi
realizada em termociclador com 25 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 50 °C por 15
segundos ¢ 60 °C por 1 minuto. A reacdo foi precipitada com a adi¢do de 40 uL de
isopropanol 65% durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguida de uma
centrifugacdo por 45 minutos a 2000 g. O sobrenadante foi descartado, a reacdo foi lavada
com 250 pL de etanol 60% centrifugada por 10 minutos a 2000 g ¢ o sobrenadante foi
descartado. A amostra foi seca a temperatura ambiente, ressuspensa em 10 pL de
Formamida Hi-Di, desnaturada a 95 °C por 5 minutos e injetada em plataforma 3500 XL
(Thermo Fisher Scientific). As reacdes foram realizadas em quadruplicata técnica com
ambos os oligonucleotideos. Os dados foram avaliados em pacote Phred/Phrap/Consed
para montagem das sequéncias e o parametro phred20 de qualidade foi utilizado nas

analises de bioinformatica.

4.10 OBTENCAO DE SORO CONTENDO ANTICORPOS POLICLONAIS
ESPECIFICOS PARA SsaA

Os soros contendo anticorpos policlonais anti-SsaA foram obtidos utilizando
proteinas recombinantes previamente produzidas em sistema de expressdo heterdlogo
bacteriano (ROSA, 2016).

Neste sentido, a especificidade e sensibilidade dos anticorpos obtidos foi
testada em ensaios conhecidos como Western-blotting ou Imunoblotting (BRITO, et al.,
2011), utilizando extrato proteico secretado de S. saprophyticus ATCC 15305, conforme

descrito a seguir.

4.11 ANALISES POR WESTERN-BLOTTING
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Apos eletroforese unidimensional, os géis contendo 40 pg de proteinas de
proteinas extracelulares de cada estirpe, foram transferidos para membranas de
nitrocelulose em tampao contendo 25 mM Tris-Base, 190 mM glicina, 20% (v/v) metanol,
por 16 horas a 4 °C 20V. Apo6s a visualizacao das bandas de proteinas pelo corante Rouge-
Ponceau (Sigma-Aldrich), as membranas foram lavadas completamente com tampao
contendo PBS 1X [Solugdo de Salina Tamponada com fosfato 1X (1.4 mM KH;PO4; 8mM
Na2HPO4; 140 mM NaCl; 2.7 mM KCI; pH 7.3)] e Tween 20 0,01% (v/v) e entdo
bloqueadas em tampdo especifico [Tampao de bloqueio (PBS 1X, 5% (w/v) leite
desnatado, 0.01% (v/v) Tween 20)] por 2 horas. Em seguida, as membranas foram lavadas
e incubadas com o soro contendo anticorpos policlonais contra SsaA de S. saprophyticus,
por 2 horas. Os anticorpos foram diluidos em tampao de bloqueio na proporg¢ao de 1:1000
(v/v) para o anticorpo primario, ¢ 1:5000 (v/v) para ao anticorpo secundario. Apos o
processo, as membranas foram novamente lavadas, incubadas com o anticorpo secundario
anti-Mouse IgG conjugado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich), por 1 hora, e reveladas
com BCIP/NBT Fast [5-bromo-4-cloro-3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium (Sigma-
Aldrich]), para visualizacdo da ligacdo entre antigeno e anticorpo, apos preparacdo da
membrana em solucdo de fosfatase alcalina (NaCl 100mM, MgCl, 5SmM, Tris Hcl 2M
pH9,5 10% v/v).
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5 RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DOS EXTRATOS DE PROTEINAS EXTRACELULARES OBTIDOS

Ensaios de PCR com amostras de sobrenadante de cultura de S. saprophyticus
foram realizados para determinar um tempo ideal de cultivo para a obtencdo de proteinas
secretadas sem a ocorréncia de lise celular significativa. Assim, como descrito, proteinas
secretadas de S. saprohyticus ATCC15305 foram obtidas, apos incubagao de 1, 3 ¢ 6 horas
em meio de cultura BHI. A sensibilidade da reagdo para a detec¢ao da presenca de DNA foi
avaliada por meio da constru¢ao de uma curva de DNA genomico da cepa ATCC 15305, de
concentragdo conhecida, englobando entdo as quantidades de 50 ng, 5 ng, 50 pg, Spge 1
pg (figura 2A). Como mostrado, as reacdes foram realizadas utilizando amplicons de um
fragmento de DNA de 189 pb, codificador do gene rpsA4 de S. saprophyticus. Na 1A, pode-
se perceber que a quantidade minima de material genético capaz de se amplificar na reagdo
foi de 50 pg, sendo esta a linha minima de detec¢ao no sobrenadante livre de célula (linha
3).

A figura 2B apresenta os resultados das reacdes realizadas com sobrenadantes
de cultura, nos tempos de 1 (linha 1), 3 (linha 2) e 6 horas (linha 3), mostrando que
culturas realizadas nos tempos de 1 e 3 horas ndo apresentaram quantidades significativas
de material genético capaz de ser amplificado, reforcando entdo a hipotese de que o
sobrenadante de cultura, ap6s incubacdo de 3 horas ndo apresenta lise celular significativa.
Porém o tempo de 6 horas mostrou quantidades detectaveis de DNA, capaz de amplificar o
gene rpsA, apontando a ocorréncia de lise neste ponto. O aparecimento de uma banda
inespecifica, visivel na linha 2, pode ser devido a precipitacdo de elementos presentes no
meio de cultura BHI, j& que a reagdo foi realizada com amostra de sobredanante de cultura.
Na figura 2C, um gel SDS/PAGE mostrou o perfil das proteinas secretadas apos os trés
tempos de incubagao.

Desta maneira, para a realizagdo dos experimentos de protedmica, foi
selecionado o tempo de incubacdo de 3 horas em meio rico (BHI), para a extragdo de um

maior nimero de proteinas extracelulares de S. saprophyticus, sem lise celular.
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189 bp =

kDa

Figura 2. Analise de lise celular e perfil da secrecao de proteinas de S. saprophyticus
durante 3 periodos de incubagdo e. A: A sensibilidade da PCR para o gene rpsA4 foi
avaliada utilizando DNA gendmico de S. saprophyticus ATCC 15305 (cinco diluigdes)
como um molde (50 ng e 1 pg). A PCR foi realizada com 5 concentragdes de DNA
gendmico: 50 ng (1), 5 ng (2), 50 pg (3), 5 pg (4) e 1 pg (5). Um controle negativo sem
DNA também foi utilizado no ensaio (6). B: PCR realizada com sobrenadante de cultura (2
mL) de S. saprophyticus concentradas em filtro de 3 kDa, obtida apo6s 1 hora (1), 3 horas
(2) e 6 horas (3) de incubag¢ao em meio BHI. C: Perfil do exoproteoma de S. saprophyticus
ap6s incubacdo de 1 hora, 3 horas e 6 horas (da esquerda para a direita). A esquerda ¢é

mostrado o marcador molecular de proteinas, de peso conhecido, em kDa.

5.2 PROTEINAS DETECTADAS NO EXOPROTEOMA DE S. saprophyticus
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Este estudo incidiu sobre a comparacdo do exoproteoma das cepas clinicas
ATCC 15305, 7108 e 9325 de S. saprophyticus, a fim de identificar diferencas na secre¢ao
de potenciais fatores de viruléncia deste uropatdégeno humano. Deste modo, as proteinas

identificadas por meio da nanoUPLC-MSE, foram anotadas de acordo com o banco de

dados Uniprot (http://www.uniprot.org/), e categorizadas com base na sua funcao

biologica, por meio das informagdes contidas no Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)

(tabelas de 1 a 7). Os registros iniciais originados pelas analises de bioinformatica,
mediante a comparacao da expressdo de proteinas entre duas cepas (andlise de 2 em 2), se
encontram nas tabelas suplementares 1, 2 e 3. As proteinas identificadas como comuns a 2
cepas foram caracterizadas em ordem decrescente do nivel de expressdao, por meio dos
dados de expressdo relativa, como mostrado nas tabelas 1, 2, 3 e 4. Os valores de p,
apresentados nas tabelas 2, 3 e 4, s@o valores entre 0 ¢ 1 que informam se a expressdo da
proteina ¢ induzida ou reduzida, em relagdo as cepas analisadas, as quais foram incluidas
nas analises moléculas com valores de p nos intervalos de p < 0,05, e p > 0,95. Nos dados
apresentados nas tabelas 5, 6 e 7, sdo expostos os pontos PLGS, os quais se referem ao
resultado de diferentes modelos matematicos para a predi¢ao de peptideos e de padrdes de
fragmentacdo do método utilizado.

A andlise do proteoma extracelular de S. saprohyticus, indicou a secre¢do de
159 proteinas diferentes. Dentre elas, 44 foram expressas em comum pelas 3 cepas (ATCC
15305, 7108 e 9325), assim como 20 foram comuns apenas as cepas ATCC 15305 e 7108,
11 a ATCC 15305 e 9325, ¢ 12 as cepas 7108 e 9325. O ntimero de peptideos identificados
apenas em uma cepa foi de 15, 21 e 36, nas cepas 9325, ATCC 15305 e 7108,
respectivamente (Figura 3 e Tabelas de 1 a 7).

Dentre as proteinas secretadas pelas 3 cepas analisadas, observam-se aquelas
relacionadas ao metabolismo celular, como as enzimas envolvidas na via glicolitica
enolase, triose-fosfato isomerase (TPI), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
fosfoglicerato quinase (PGK) e frutose-bifosfato aldolase. Essas enzimas podem exercer
fungdes diferentes fora da célula, sendo consideradas entdo como proteinas “moonlighting”
(Tabela 1).

Proteinas pertencentes ao metabolismo de compostos de carbono, nucleotideos
e nucleosideos, além daquelas referentes a via das pentoses e complexo da piruvato
desidrogenase também foram detectadas nos 3 exoproteomas (Tabela 1). A L-lactato
desidrogenase (LDH), envolvida no processo de fermentacao latica, também foi apontada,

chamando atencdo assim ao metabolismo anaerdbico de S. saprophyticus.
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Figura 3. Diagrama de Venn da comparacio dos exoproteomas das cepas ATCC
15305, 7108 e 9325 de S. saprophyticus, mostrando o numero de proteinas

identificadas em cada analise.

Foram encontradas também seis moléculas relacionadas diretamente a defesa
contra o estresse oxidativo/nitrosativo, tais como a superdxido dismutase (SOD), a
catalase, a alquil hidroperéxido redutase subunidade C (AhpC), a tiol peroxidase, a
proteina de estresse universal, e uma proteina de ligacdo ao DNA induzivel pela privagdo.
Trés transglicosilases foram identificadas, sendo elas a sceD 1, sceD 2 e sceD 3 (Tabela 1).
Além de atuarem na sintese de parede celular, ja foi descrito o papel das transglicosilases
na resposta antigénica em modelo murino de infeccdo por S. aureus (LORENZ, et al.,
2011).

Nota-se na Tabela 1, que as trés cepas de S. saprophyticus também secretam
uma proteina relacionada ao metabolismo de ferro, a ferritina, sendo este um mecanismo

de sobrevivéncia utilizado por patdégenos intracelulares (PORCHERON, et al., 2013).
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Também foi detectada a secrecdo de duas enzimas com atividade proteolitica, relacionadas
ao processamento de proteinas, mas que no meio extracelular podem estar intimamente
envolvidas na viruléncia bacteriana (CARROLL, et al., 2012). Sao elas proteinas da
familia das proteases ou peptidases, denominadas de glutamil endopeptidase,
oligopeptidase putativa. De modo geral, as trés cepas secretam peptideos com
participagdes também na sintese de proteinas, sinalizacdo e divisdo celular, além de varias
proteinas ribossomais e peptideos ainda ndo caracterizados (Tabela 1).

Na Tabela 2 ¢ possivel observar que as cepas ATCC 15305 e 7108 secretam em
comum um fator de viruléncia denominado de fator de uro-aderéncia A (UafA), o qual nao
foi encontrado no proteoma extracelular de S. saprophyticus 9325. Dentre as proteinas
identificadas nas cepas ATCC 15305 e 9325, foram encontrados 2 antigenos secretados,
sendo eles, o antigeno estafilocdcico secretado A (SsaA), e 1 antigeno putativo, enquanto
que a cepa 7108 ndo foi capaz de secretar proteinas classicamente antigénicas (Tabela 3).
Em contraste, a cepa 7108 secretou 8 proteases (Tabelas 1, 4 e 6), sendo 4 delas proteinas
exclusivas, denominadas de leucil aminopeptidase, metionina aminopeptidase, uma
peptidase putativa e uma aminopeptidase putativa (Tabela 6), da mesma forma que a cepa
ATCC 15305 secretou uma zinco metaloprotease exclusiva (Tabela 5).

A enzima acido lipoteicdico sintase também foi apontada nos exoproteomas de
S. saprophyticus ATCC 15305 e 9325, como um fator responsavel pela sintese de
componente da parede celular de bactérias Gram-positivas, os acidos lipoteicoicos (Tabela
3). Aparentemente, nenhuma proteina de interesse foi identificada exclusivamente na cepa

9325.

Tabela 1. Lista de proteinas detectadas nos exoproteomas de S. saprophyticus, cepas ATCC 15305,
7108 e 9325, classificadas de acordo com sua func¢do bioldgica.

Nimero de Descricao da proteina Expressao relativa em relaciao
acesso ao ATCC 15305
7108 9325
Glicolise
ENO_STASI1 Enolase 0,69 0,57
TPIS STASI1 Triosefosfato isomerase 1,1 0,9
Q49VZ9 STASI1 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 0,5 1,2
PGK STASI1 Fosfoglicerato quinase 0,77 0,87
Q49772 STASI1 Frutose-bifosfato aldolase classe I 1,36 0,75

Completo de piruvato desidrogenase
Q49WM1 STASI Diidrolipoil desidrogenase 3,7 0,62



Fermentacgao latica

LDH STASI1 L-lactato desidrogenase
Via de pentoses fosfato
Q49YLO STASI1 Transaldolase
Q49XD6_STASI1 Transcetolase
Q49XV6 STASI1 6-fosfogluconato desidrogenase

Metabolismo de compostos de carbono

2,3-bifosfoglicerato-dependente fosfoglicerato

GPMA STASI mutase
Metabolismo de nucleotideos e nucleosideos
Q49785 STASI1 Purina nucleosideo fosforilase DeoD
Sinalizac¢ao celular
Q49ZE7 STASI1 Adenilato quinase
Sintese de parede celular
SCED1_STASI Provavel transglicosilase sceD 1
SCED2 STASI1 Provavel transglicosilase sceD 2
SCED3_STASI Provavel transglicosilase sceD 3
Q49WH3 STASI Autolisina bifuncional
Sintese de proteinas
RS10 STASI1 Proteina ribossomal 30S S10
RS16_STASI1 Proteina ribossomal 30S S16
RL25 STASI1 Proteina ribossomal 50S L25
RL29 STASI Proteina ribossomal 50S L29
RL7 STASI1 Proteina ribossomal 50S L7/L12
EFTS STASI1 Fator de alongamento Ts
EFTU STASI1 Fator de alongamento Tu
RRF_STASI Fator de reciclagem do ribossomo
TIG_STASI Fator trigger
Enovelamento, degradacio e modificacao de proteinas
Q4A0H6_STASI1 Glutamil endopeptidase
Q49WC9 _STASI Oligopeptidase putativa
CH10_STAS1 Chaperonina de 10 kDa
CH60_ STASI1 Chaperonina de 60 kDa
Metabolismo de ferro
FTN_STASI Ferritina

Resposta ao estresse
AHPC STASI1 Alquil hidroperéxido redutase subunidade C

CATA STASI Catalase
TPX STASI1 Provavel tiol peroxidase
Proteina de ligagao ao DNA induzivel pela

Q49786 STASI1 privagao

SODM_STASI1 Superdxido dismutase [Mn/Fe]
Q49YD5 STASI1 Proteina de estresse universal
Proteinas nao classificadas

Q4A0Y2 STASI1 Proteina hipotética
Q49VC(C9 _STASI1 Proteina hipotética

Q49773 STASI1 Proteina hipotética

0,3

2,18
0,67
2,24

4,01

3,35

0,45
0,56
0,45
0,37

0,1
1,61
1,69
2,88
2,36
2,2
0,46
2,88
1,8

1,61
2,66

0,87
3,45
6,17
1,44
0,93
1,84
8,41
1,76

0,54
0,86
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0,71

0,82
0,77
0,6

0,85
1,15
0,67

1,87
1,3

1,87

0,71

0,06
1,33
0,62
1,06
0,72
0,44
0,65
0,81
0,44

1,59
0,93
0,61
0,27

0,77

2,29
0,6
0,65

0,39
0,77
0,32

0,2
1,36
1,09
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Q49VV4 STASI1 Proteina hipotética 2,05 0,74
Q49VF9 STASI Proteina hipotética 0,71 1,23
Y954 STASI Proteina hipotética 4,52 1,47
Y2125 STASI Proteina hipotética 2,43 0,57

'Numero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).

Tabela 2. Lista de proteinas detectadas nos exoproteomas de S. saprophyticus, cepas ATCC
15305 e 7108, classificadas de acordo com sua fung¢do biologica.

Nivel de
expressao Expressao
Nimero de (Maior parao  relativa  Valor
acesso! Descricdo da proteina menor) 7108:15305 de p?
Metabolismo de compostos de carbono
2,3-bifosfoglicerato-independente

GPMI _STASI1 fosfoglicerato mutase 7108 15305 31,82 1
Metabolismo de aminoacidos
Q49XA2 STASI Glutamina sintetase 7108 15305 2,83 1
Sintese de ATP

ATPB STASI ATP sintase subunidade beta 7108 15305 2,27 1
Sinalizac¢ao celular

Pirofosfatase inorganica dependente de

PPAC STASI manganeés 7108 15305 1,35 0,98
Metabolismo de nucleotideos e nucleotideos

NDK STASI1 Nucleosideo difosfato quinase 7108 15305 1,88 1
Transcricao
Q49WH6 STASI1 Regulador transcricional 15305 7108 0,36 0
Q49V17 STASI Proteina ligante de RNA putativo 7108 15305 2,59 1

Subunidade alfa de RNA polimerase

RPOA_STASI1 dependente de DNA 7108 15305 1,52 1
Sintese de proteinas

RL21 STASI1 Proteina ribossomal 50S L21 15305 7108 0,61 0

RL32 STASI1 Proteina ribossomal 50S L32 7108 15305 2,56 1

RL35 STASI1 Proteina ribossomal 50S L35 7108 15305 2,39 1
Enovelamento, degradacio e modificacio de proteinas

GRPE_STASI Proteina grpE 7108 15305 1,43 1

DNAK STASI Proteina chaperona DnaK 15305 7108 0,90 0
Metabolismo de nitrogénio

URE3 STASI Urease subunidade gama 7108 15305 2,36 1
Sintese de parede celular

D-alanina-poli(fosforibitol) ligase

DLTC_STASI1 subunidade 2 7108 15305 3,60 1
Resposta ao estresse
Q49YHS STASI Tiorredoxina 7108 15305 1,93 1
Fatores de viruléncia

UAFA STASI1 Fator de uro-aderéncia A 7108 15305 3,56 1

Proteinas nao classificadas
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Q49W44 STASI1 Proteina hipotética 7108 15305 3,22 1
Q49715 _STASI1 Proteina hipotética 7108 15305 2,92 1
Y1625 STASI1 Proteina hipotética 7108 15305 2,61 1

I'Nuimero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).

2 Os valores de p correspondem a valores entre 0 e 1, os quais valores de 0-0,05 foram
considerados com expressdo reduzida e 0,95-1 com expressao induzida, em relagdo as cepas
analisadas.

Tabela 3. Lista de proteinas detectadas nos exoproteomas de S. saprophyticus, cepas ATCC
15305 e 9325, classificadas de acordo com sua fungao bioldgica.

Nivel de
expressao Expressao
Numero de (Maior para o relativa Valor
acesso! Descricdo da proteina menor) 9325:15305 de p?
Complexo de piruvato desidrogenase
Q49WL9 STASI Piruvato desidrogenase E1 15305 9325 0,85 0
Sintese de proteinas
RS7 STASI1 Proteina ribossomal 30S S7 9325 15305 1,70 1
RL23 STASI Proteina ribossomal 50S L23 15305 9325 0,53 0
RLS5 STASI1 Proteina ribossomal 50S L5 9325 15305 1,43 1
Sintese de parede celular
LTAS STASI Acido lipoteicéico sintase 15305 9325 0,47 0
Metabolismo de cofatores e vitaminas
PDXS STAS1 Piridoxal biossintese liase PdxS 9325 15305 1,40 1

Resposta ao estresse
Proteina putativa de estresse
Y1056 STASI universal 15305 9325 0,52 0
Fatores de viruléncia
Proteina similar ao Antigeno

Q49VK7 STASI secretado SsaA 9325 15305 1,32 1
Q49ZL8 STAS1  Antigeno putativo secretado 9325 15305 3,25 1
Proteinas nao classificadas

Y1806 STASI1 Proteina hipotética 9325 15305 1,22 1
Q49VP3 STASI Proteina hipotética 15305 9325 0,80 0

I'Numero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).

2 Os valores de p correspondem a valores entre 0 e 1, os quais valores de 0-0,05 foram
considerados com expressao reduzida e 0,95-1 com expressao induzida, em relacao as
cepas analisadas.

Tabela 4. Lista de proteinas detectadas nos exoproteomas de S. saprophyticus, cepas 9325 e 7108,
classificadas de acordo com sua fun¢ao biologica.

Nivel de expressio Expressao
Numero de (Maior para o relativa  Valor de
acesso’ Descricdo da proteina menor) 9325:7108 p?
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Metabolismo de compostos de carbono
Q49ZH5 STASI1 Glicose-1-desidrogenase
Metabolismo de aminoacidos

Proteina H do sistema de clivagem

GCSH_STASI1 da glicina

Sintese de acidos graxos

3-oxoacil-[proteina carreadora de
Q49WB7 STAS1 acil] sintase
Transporte

Aminodcido do sistema de

Q4A0L3 STAS1 transporte da permease tipo ABC

Sintese de proteinas

RS6 STASI Proteina ribossomal 30S S6
RL2 STASI Proteina ribossomal 50S L2
RL30 STASI1 Proteina ribossomal 50S L30
Aspartil/glutamil-tRNA(Asn/Gln)
GATC STASI amidotransferase

Enovelamento, degradacio e modificacio de proteinas

Y1059 STASI1 Peptidase nao classificada
Proteinas nao caracterizadas

Y1146 _STASI Proteina hipotética
Q49YQ1 _STASI1 Proteina hipotética
Q49XP1 STASI Proteina hipotética

93257108

7108 9325

7108 9325

7108 9325

7108 9325
7108 9325
7108 9325

7108 9325
7108 9325
7108 9325

7108 9325
7108 9325

1,84

0,57

0,73

0,48
0,57
0,86
0,23
0,18
0,66
0,62

0,57
0,35

o

' Ntimero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).

2 Os valores de p correspondem a valores entre 0 e 1, os quais valores de 0-0,05 foram

considerados com expressao reduzida e 0,95-1 com expressao induzida, em relagdo as cepas

analisadas.

Tabela 5. Lista de proteinas detectadas exclusivamente no exoproteoma de S.

saprophyticus ATCC 15305, classificadas de acordo com sua fungao biologica.

Numero de Pontos
acesso! Descricdo da proteina PLGS?
Metabolismo de aminoacidos
DHA STASI Alanina desidrogenase 3729,86
Q49W97 STASI Glutamato desidrogenase 1686,45
Transcricao
CODY_STASI1 Repressor pleiotropico transcricional sensivel a GTP 970,86
Sintese de parede celular
Q49XP8 STASI1 Amidase extracelular putativa 1962,78
Dominio similar ao Mannosil-glicoproteina endo-beta- 4933.57
Q49UH9_ STASI1 N-acetilglucosamidase ’
Sintese de proteinas
RS1_STASI1 Proteina ribossomal 30S S1 1192,02
RS9 STASI Proteina ribossomal 30S S9 4012,77
Enovelamento, degradacio e modificacio de proteinas
Q49X11_STASI1 Zinco metaloprotease 1487,34
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Transporte

Q49XG0O STASI1 Transportador ABC de ribose 1652.9
Q49XC5 STASI1 Putativa Proteina ligante de fosfato fosfonato ABC ~ 1019,83
Q49XN3 STASI1 Componente do sistema PTS glicose especifico ITA 1776,3
Metabolismo de nitrogénio

UREG STASI1 Proteina acessoria urease UreG 1999.,7
Resposta ao estresse

QOX2 STASI1 Provavel quinol oxidase subunidade 2 1108,42
Q49WV6 STASI1 Proteina antibacteriana putativa 5105,04

Proteinas néio classificadas

Y1897 STASI1 Proteina hipotética 1266
Q49UH8 STASI1 Proteina hipotética 1790.,9
Q49X01 STASI Proteina hipotética 1065,71
Q49XC4 _STASI1 Proteina hipotética 3531,9
Q49ZW4 STASI Proteina hipotética 4125,14
Q4A056 _STASI1 Proteina hipotética 1319,87

Y1964 STASI1 Proteina hipotética 2414,64

' Ntimero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).
2Pontos PLGS refere-se ao resultado de diferentes modelos matematicos para
peptideos e predi¢do de padrdes de fragmentagao.

Tabela 6. Lista de proteinas detectadas exclusivamente no exoproteoma de S.
saprophyticus 7108, classificadas de acordo com sua fung¢do biologica.

Pontos

Nimero de acesso' Descricdo da proteina PLGS?
Metabolismo de compostos de carbono

HPS1 STASI 3-hexulose-6-fosfato sintase 1 6613,03

Q49VE1 STASI1 Fosfotransacetilase 3529,3

Y1389 STASI1 Provavel tautomerase 2268,51

Complexo de piruvato desidrogenase
Componente Diidrolipoamido S-
acetiltransferase do complexo E2 de 1130,77
Q49WMO_STASI1 piruvato desidrogenase

Via das pentoses fosfato

Q49XV2 STASI1 Glicose-6-fosfate 1-desidrogenase 5142,35

Q49X03 STASI Ribulose-fosfate 3-epimerase 2251,76
Reparo de DNA

END4 STASI1 Provavel endonuclease 4 3651,2

Divisao celular
Proteina putativa de iniciagdo da divisdo

Q49XQ2 _STASI celular 1675,95
Proteina putativa de determinacao da forma 1165.57
Q49Y87 STASI1 celular ’
Transcricao
GREA_STASI Fator de alongamento transcricional GreA  3929,46
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Provavel subunidade de RNA polimerase

RPOE STASI1 dependente de DNA 6199,2
Q49UQ1 STASI1 Proteina ligante de DNA fita simples 1894.,92
Sintese de proteinas
RS19 STASI Proteina ribossomal 30S S19 10397,65
RL17 STASI1 Proteina ribossomal 50S L17 1225,88
RL20 STAS1 Proteina ribossomal 50S L20 1715,27
RL22 STASI1 Proteina ribossomal 50S L22 3783,98
RL24 STASI1 Proteina ribossomal 50S L24 2271,61
RL27 STASI1 Proteina ribosomal 50S L27 3553,65
RL31B STASI1 Proteina ribossomal 50S L31 tipo B 5368,22
RL36 STASI1 Proteina ribossomal 50S L36 5947.,49
RLY9 STASI1 Proteina ribossomal 50S L9 5348,97
Q49WL6 STASI Peptideo deformilase 2 3633,64
Enovelamento, degradacio e modificacio de proteinas
Q49YS4 STASI1 Leucil aminopeptidase 2553,56
Q49YT3 STASI Metionina aminopeptidase 1207,83
Q49XX4 STASI Peptidase putativa 2608,88
Q49YH6 _STASI Aminopeptidase putativa 1664,74
PPI1_STASI Putativa peptidil-prolil cis-trans isomerase  2311,29
Proteina putativa pequena de choque 1918.15
Q49ZX5 STASI1 térmico ’
Transporte
Q49W50 _STASI Lipoproteina da familia NIpA 2727,01
Q49WK6 STASI1 Proteina fosfocarreadora HPr 1220,97
Metabolismo de nitrogénio
URE1 STASI Subunidade alfa da urease 2320,21
Resposta ao estresse
Q49W43 STASI1 Tiorredoxina putativa 16221,01
Proteina hipotéticas
Q49V15 STASI Proteina hipotética 7688,73
Q49UZ2 STASI1 Proteina hipotética 3939,43
Y1897 STASI Proteina hipotética 3236,93
Y0419 STASI Oxidorredutase nao classificada 2382,17

"'Ntimero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).
2 Pontos PLGS refere-se ao resultado de diferentes modelos matematicos para
peptideos e predicao de padrdes de fragmentagdo.

Tabela 7. Lista de proteinas detectadas exclusivamente no exoproteoma de S.
saprophyticus 9325, classificadas de acordo com sua fun¢do bioldgica.

Pontos
L4 1 o~ s
Numero de acesso Descri¢io da proteina PLGS?
Sintese de ATP

Y1834 STASI Proteina similar a NADH desidrogenase ~ 3427,51

Metabolismo de aminoacidos
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GLYA STASI1 Serina hidroximetiltransferase 1899,67
Replicacao de DNA
Q49744 STASI1 Proteina ligante de DNA fita simples 992,36
Transcricao
Q49ZN1 STASI1 Regulador transcricional putativo 1945,84
Divisao celular
SP5G_STASI1 Proteina putativa de septagao spoVG 1899,64
Sintese de proteinas
RS12 STASI1 Proteina ribossomal 30S S12 2981,56
RS18 STASI Proteina ribossomal 30S S18 2693,94
RS5 STASI1 Proteina ribosomal 30S S5 2236,92
RL19 STASI1 Proteina ribossomal 50S L19 2770,94
Resposta ao estresse
ASP23 STASI Proteina de choque alcalino 23 2128,81
Proteina de resisténcia ao hidroperoxido 1312.66
OHRLI1 STASI1 organico ’
Proteinas nao classificadas
Y1134 STASI Proteina hipotética 1359,68
Q4A067 STASI1 Proteina hipotética 3175,2
Q49XB9 STASI1 Proteina hipotética 1058,97
Q4AO0F5 STASI1 Proteina hipotética 1333,85

! Ntimero de acesso obtido em banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/).
2Pontos PLGS refere-se ao resultado de diferentes modelos matematicos para
peptideos e predi¢do de padrdes de fragmentagao.

5.3 CARACTERIZACAO DO ANTIGENO ESTAFILOCOCICO SECRETADO A (SsaA)
POR WESTERN-BLOTTING

Como mostrado na tabela 3, o antigeno estafilococico secretado A (SsaA), um
peptideo altamente imunogénico e abundante no exoproteoma de S. saprophyticus ATCC
15305 (OLIVEIRA, 2014), ndo foi detectado no extrato proteico secretado de S.
saprophyticus 7108, em nenhuma das replicatas protedmicas. Para avaliar o dado, foram
realizados ensaios de Western-blotting. Desta forma, um gel SDS-PAGE contendo 40 pg
de proteinas secretadas pelas cepas ATCC 15305, 7108 e 9325 (figura 4A) foi transferido
para membrana de nitrocelulose, e incubado entdo com soro contendo anticorpos
policlonais recombinantes anti-SsaA (figura 4B), previamente produzido pelo nosso grupo
(ROSA, 2016). Na figura 4B ¢ possivel observar que os anticorpos foram capazes de reagir
a amostras provindas das cepas ATCC 15305 (1) e 9325 (3), mas ndo a da cepa 7108 (2). A
figura 4B também mostrou que a ligagdo de anticorpos anti-SsaA em S. saprophyticus

9325 foi maior do que na cepa ATCC 15305, comprovando que a cepa 9325 secreta
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quantidades maiores de SsaA, em relagdo a ATCC 15305, como mostrado nos dados

protedomicos (Tabela 3).

kDa

97 =
60 =

45 =
30 =

20 =
14 =

Figura 4. Validacio dos dados protedmicos com anticorpos policlonais anti-SsaA. A:
Gel SDS-PAGE contendo os extratos de exoproteoma das 3 cepas analisadas: 1. ATCC
15305; 2. 7108; 3. 9325. B: Western-blotting realizado com soro contendo anticorpos
policlonais anti-SsaA com as amostras de exoproteoma mostradas em A. Um marcador

padrao de peso molecular conhecido (kDa) esta indicado a esquerda do gel.

5.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E SEQUENCIAMENTO DO
GENE ssaA

Diante do resultado obtido por Westen-blotting, uma reagdo de PCR foi
realizada, para avaliar a presenca do gene condificante da proteina SsaA em .
saprophyticus 7108. Fragmentos de DNA codificantes do gene ssa4 foram amplifcados por
meio de oligonucleotideos especificos, DNA gendmico das 3 cepas em estudo e adicionado
a reagdo, um controle negativo sem DNA (figura 5, linha 1). Desta maneira, um gel de

agarose a 1% foi confeccionado, a fim de vizualizar os produtos da reacdo. Na figura 5,
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observa-se a amplificacdo de Ssad4 nas cepas ATCC 15305 (2), 7108 (3) e 9325 (4),
apontando entdo a presenca do gene nas 3 cepas, embora 7108 ndo apresente niveis

detectaveis da proteina em sobrenadante livre de célula.

Figura 5. Anailise da presenca do gene codificante para SsaA em 3 cepas de S.
saprophyticus. PCR realizada com primers especificos para o gene codificante de SsaA. 1.
Controle negativo; 2. PCR com DNA gendmico da cepa ATCC 15305 de S. saprophyticus;
3. PCR com DNA gendmico da cepa 7108 de S. saprophyticus; 4. PCR com DNA
gendmico da cepa 9325 de S. saprophyticus. Um marcador de DNA de tamanho conhecido,

em kb, ¢ mostrado a esquerda da imagem.

Nesse sentido, para analisar a estrutura génica de ssa4 nas 3 cepas de S.
saprophyticus, uma rea¢do de sequenciamento foi realizada, utilizando os primers sentido e
antissentido, a partir dos produtos da PCR ja realizada. O sequenciamento foi feito em
quadruplicata experimental, através do método de Sanger. Por meio dos dados obtidos, um
alinhamento génico das 3 cepas foi montado, a fim de avaliar a similariadade dos
nucleotideos. Desta maneira, foi possivel sequenciar completamente a regido codante do
gene ssaA das trés cepas, mostrando que o gene ssaA ndo apresenta variagdo de
nucleotideos nas estirpes analisadas, apresentando-se completamente idénticos (Figura 6).
Os codons de inicio e de parada da regido codante do gene ssad estdo evidenciados na

figura 6, nas cores amarela e vermelha, respectivamente.
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ATGAAAAAAATCGCTACAGCTACTATCGCTACTGCAGGAATCGCTACTTTTGCTTTTGCA
ATGAAAAAAATCGCTACAGCTACTATCGCTACTGCAGGAATCGCTACTTTTGCTTTTGCA
ATGAAAAAAATCGCTACAGCTACTATCGCTACTGCAGGAATCGCTACTTTTGCTTTTGCA

Ak kA hk kA hkhkhkhhkhkh Ak hkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhkhkrhkhkhkhdkhkhkrhkkhkhkhkhkrhkkhkhkxkkxk*k

CAACATGATGCAGATGCAGCAGAAAACAACAATAGTGGGTACAACCCAAATGACCCAAGT
CAACATGATGCAGATGCAGCAGAAAACAACAATAGTGGGTACAACCCAAATGACCCAAGT
CAACATGATGCAGATGCAGCAGAAAACAACAATAGTGGGTACAACCCAAATGACCCAAGT

KA AR A A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A AR A KA AN A A A A A A A A A A AR A A A A A kA A Ak kK

TCATATAGCTATTCATATACTATAGATCAACAAGGTCAATACCACTACACTTGGCAAGGT
TCATATAGCTATTCATATACTATAGATCAACAAGGTCAATACCACTACACTTGGCAAGGT
TCATATAGCTATTCATATACTATAGATCAACAAGGTCAATACCACTACACTTGGCAAGGT

Ak kA hk kA hkkhkhhkhk kA hkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhhkhhkhkhkrhkkhkhhkrhkxkhkkxkkxk*k

AACTGGAACCCAAGCAACAGTGACCAAGGTCACACTAGCAACGGTTACAGCAATGCTAAC
AACTGGAACCCAAGCAACAGTGACCAAGGTCACACTAGCAACGGTTACAGCAATGCTAAC
AACTGGAACCCAAGCAACAGTGACCAAGGTCACACTAGCAACGGTTACAGCAATGCTAAC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A AR A AR A AR AR A AR A A AR A A AR A A A AR A Xk *

TCAACTAACAATAATGCAACTCAATCATATACAACTAATAACCAAGGTACTGGTGGTAAA
TCAACTAACAATAATGCAACTCAATCATATACAACTAATAACCAAGGTACTGGTGGTAAA
TCAACTAACAATAATGCAACTCAATCATATACAACTAATAACCAAGGTACTGGTGGTAAA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A AR A A AR A A A AR A Xk *

GGTGCAGTTTCTCACTCTACTTCAAACAGCAATGTTAAAGTAAGTACAACTAGCGCGCCA
GGTGCAGTTTCTCACTCTACTTCAAACAGCAATGTTAAAGTAAGTACAACTAGCGCGCCA
GGTGCAGTTTCTCACTCTACTTCAAACAGCAATGTTAAAGTAAGTACAACTAGCGCGCCA

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkhhkrkxhhkkxhkxk*k

TCAAATTCAAATGGTTCAAACTCAATTTCTAATACTTCAGGTTCTTCAAACAACTTATAC
TCAAATTCAAATGGTTCAAACTCAATTTCTAATACTTCAGGTTCTTCAAACAACTTATAC
TCAAATTCAAATGGTTCAAACTCAATTTCTAATACTTCAGGTTCTTCAAACAACTTATAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A Xk k

ACAGCTGGACAATGTACATATTATGTATATGACAAAGTTGGTGGTAAAATTGGTTCAACT
ACAGCTGGACAATGTACATATTATGTATATGACAAAGTTGGTGGTAAAATTGGTTCAACT
ACAGCTGGACAATGTACATATTATGTATATGACAAAGTTGGTGGTAAAATTGGTTCAACT

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkxhkxk*k

TGGGGTAACGCTAACAACTGGGCAAGCGCAGCTGCTGCTTCAGGTTACACAGTAAACAAC
TGGGGTAACGCTAACAACTGGGCAAGCGCAGCTGCTGCTTCAGGTTACACAGTAAACAAC
TGGGGTAACGCTAACAACTGGGCAAGCGCAGCTGCTGCTTCAGGTTACACAGTAAACAAC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A A AR A * Kk

TCACCTGCTTCAGGTTCAGTCTTACAATCAACTGCTGGTGGATATGGCCACGTAGCATAC
TCACCTGCTTCAGGTTCAGTCTTACAATCAACTGCTGGTGGATATGGCCACGTAGCATAC
TCACCTGCTTCAGGTTCAGTCTTACAATCAACTGCTGGTGGATATGGCCACGTAGCATAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A A Ak Ak kk

GTTGAAAATGTAAACAGTGACGGTTCAATCAACGTTTCTGAAATGAACTATGGTCAAGGT
GTTGAAAATGTAAACAGTGACGGTTCAATCAACGTTTCTGAAATGAACTATGGTCAAGGT
GTTGAAAATGTAAACAGTGACGGTTCAATCAACGTTTCTGAAATGAACTATGGTCAAGGT
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GCTGGAGTTGTTACTTCACGTACAATCTCTGCAAGCGAAGCTTCAGGTTACAACTACATT
GCTGGAGTTGTTACTTCACGTACAATCTCTGCAAGCGAAGCTTCAGGTTACAACTACATT
GCTGGAGTTGTTACTTCACGTACAATCTCTGCAAGCGAAGCTTCAGGTTACAACTACATT
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Figura 6. Alinhamento do gene ssaA das cepas ATCC 15305, 9325 e 7108 de S.
saprophyticus. O gene SsaA das 3 estirpes, ap6s amplificacdo por PCR utilizando primers
especificos, foram utilizados para sequenciamento com ambos os primers (sentido e
antissentido) em quadriplicata experimental. Por meio do sequenciamento pelo método de
Sanger, foi possivel sequenciar por completo a regiao codante do gene ssaA das trés cepas.
Em amarelo estd destacado o ATG inicial da regido codante e em vermelho esta destacado

o codon de parada do gene (TAA).
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6 DISCUSSAO

6.1 PROTEINAS IDENTIFICADAS EM COMUM NO EXOPROTEOMA DE S.
saprophyticus, cepas ATCC 15305, 7108 e 9325

S. saprophyticus € um SCN que coloniza o trato gastrointestinal e geniturinario
de seres humanos, e pode se comportar como um patdgeno causador de infe¢Ges urinérias,
principalmente cistite em mulheres jovens (ORDEN-MARTINEZ, et al., 2007; TRIVEDI,
et al., 2015). Do ponto de vista do processo infeccioso, o conhecimento da composicédo do
proteoma extracelular bacteriano é de extrema importancia, ja que este compartimento
contém proteinas que interagem diretamente com o hospedeiro, sofrendo variacdo sob
muitos fatores de estresse ambiental (ECONOMOU, et al., 2002; ABBY, et al., 2016).
Nesse sentido, o presente estudo incidiu sobre a identificacdo e comparacdo de proteinas
secretadas para 0 meio extracelular, a partir das 3 estirpes S. saprophyticus, na tentativa de
detectar potenciais fatores atuantes na patogénese de infecgOes causadas por este
microrganismao.

Com este objetivo, por meio da nanoUPLC-MSE, foram detectadas proteinas
de S. saprophyticus que podem claramente ampliar a compreensdo do potencial infeccioso
desta espécie uropatogénica. Como mostrado, das 159 proteinas identificadas no estudo,
apenas 44 foram comuns as cepas ATCC 15305, 7108 e 9325 de S. saprophyticus. Os
dados obtidos revelam a flexibilidade de bactérias patogé€nicas em expressar proteinas
diferentes em momentos diferentes, o qual ¢ similar ao encontrado no exoproteoma de
outras espécies do género, como S. aureus (ZIEBANDT, et al., 2010; SILJAMAK]I, et al.,
2014A; BONAR, et al, 2016).

Como exemplo, temos o estudo realizado por Ziebandt e colaboradores, em
2010, que revelou perfis exoprotedOmicos altamente heterogéneos, apos a analise de 25
cepas clinicas de S. aureus. Das proteinas 63 preditas para o meio extracelular, apenas 11
foram identificadas em todas as cepas. Além disso, a analise comparativa do exoproteoma
de cepas de S. aureus envolvidos em infec¢des de pele e tecidos moles, bacteremia e
colonizagdo subclinica, demonstrou um perfil de proteinas extracelulares completamente
diferentes, sugerindo que a plasticidade do exoproteoma ¢ devido a fatores externos, como

a disponibilidade de nutrientes e local da infec¢ao (LIEW, et al., 2015).

6.1.1 Proteinas secretadas relacionadas ao metabolismo de carboidratos
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O metabolismo de carboidratos é extremante conservado em todos os seres
vivos, e qual inclui processos bioguimicos conhecidos como glicolise, glicogénese,
fermentacdo, ciclo do 4cido citrico (TCA) e cadeia transportadora de elétrons
(LIEBERMAN & MARKS, 2009).

No exoproteoma de S. saprophyticus, foram encontradas inimeras proteinas de
localizag¢do citoplasmaticas, que estdo envolvidas diretamente a processos metabolicos
centrais. Dentre elas, destacam-se as proteinas envolvidas em vias de obtencao de energia,
como glicdlise e fermentagdo latica. As enzimas atuantes na via glicolica, muitas vezes
desempenham papéis diferentes, quando localizadas fora da célula, caracterizando-se entao
como moléculas “moonlighting”. As proteinas moonlighting, portanto, sdo aquelas que
apresentam fung¢des bem caracterizadas dentro da célula, mas que em outros
compartimentos como superficie e meio extracelular, podem apresentar novas fungdes,
muitas das quais relacionadas a viruléncia bacteriana (HENDERSON & MARTIN, 2011,
AMBLEE & JEFFERY, 2015).

Todas as cepas de S. saprophyticus foram capazes de secretar proteinas com
fun¢do moonlighting, moléculas comumente encontradas em fracGes extracelulares de
bactérias patogénicas. Algumas delas apresentam papéis extracelulares bem estabelecidos,
como as enzimas participantes da glicolise e gliconeogénese, enolase, triose-fosfato
isomerase (TPI), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a frutose-bifosfato
aldolase (CARNEIRO, et al., 2004; HENDERSON & MARTIN, 2011; SILJAMAKI, et
al., 2014A).

Uma das primeiras proteinas a ter seu papel moonlighting apontado, foi a
GAPDH, descrita primeiramente em espécies do género Streptococcus. Além de participar
das reacOes de oxidacdo e fosforilacdo do gliceraldeido-3-fosfato durante a glicolise, a
GAPDH quando presente na superficie celular de Streptococcus pyogenes, age como um
receptor da plasminogénio, promovendo aderéncia a moléculas da matriz extracelular
(HENDERSON & MARTIN, 2011).

Uma vez ativado pela GAPDH ou outra proteina moonlighting de superficie, o
plasminogénio leva a formacdo da plasmina, uma serina-protease capaz de degradar células
da matriz extracelular do hospedeiro, e permitir a migracdo do microrganismo atraves dos
tecidos (AMBLEE & JEFFERY, 2015). A ligacdo ao plasminogénio € um mecanismo
utilizado por muitos patdgenos, para invadir tecidos do hospedeiro, sendo que aderéncia é

um processo inicial na interacdo patdgeno-hospedeiro. Desta forma, além de ligante de
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plasminogénio, S. aureus e S. epidermidis utilizam a GAPDH extracelular, como uma
proteina de ligacdo a transferrina, para a aquisicdo de ferro a partir do hospedeiro
(AMBLEE & JEFFERY, 2015). Em S. aureus, a GAPDH, quando na superficie celular,
também pode estar envolvida na formacdo de biofilmes (ISLAM, et al., 2014).

A enolase, uma das proteinas citoplasmaticas mais abundantes em S. aureus,
foi notada também em fracbes de superficie celular (surfacoma) e extracelular
(exoproteoma) (DREISBACH et al. 2011; MUTHUKRISHNAN et al. 2011). Sua
caracteristica de se apresentar como proteina moonlighting foi observada em S. aureus,
como uma adesina, capaz de ser ligar tanto a laminina, como ao plasminogénio presente na
matriz extracelular do hospedeiro, podendo exercer entdo, uma funcdo importante na
patogénese de S. aureus (CARNEIRO, et al., 2004; HENDERSON & MARTIN, 2011,
AMBLEE & JEFFERY, 2015).

Além da funcdo adesiva descrita na enolase, a sua presenca no meio
extracelular pode ser mais uma estratégia de viruléncia utilizada por S. aureus, uma vez
que esta proteina, por ser universalmente conservada, conseguird burlar o sistema
imunitario do hospedeiro com mais facilidade (DREISBACH et al., 2010).

O nosso grupo, em 2014, por meio de dois trabalhos, detectou a presenca da
enolase no surfacoma e no exoproteoma de S. saprophyticus ATCC 15305 (CARVALHO,
2014; OLIVEIRA, 2014). Oliveira demonstrou também que a enolase extracelular de S.
saprophyticus € capaz de incitar a uma resposta imune humoral em camundongos Balb/c,
caracterizando entdo sua atividade imunogénica. Estudos posteriores com mutantes para a
proteina enolase de S. saprophyticus poderdo elucidar a funcdo desta proteina neste
modelo.

Yamaguchi e colaboradores (2010) mostraram que a TPI presente na superficie
de S. aureus, apresentou atividade de adesina, atuando como mediadora da morte celular
por contato do fungo patogénico Cryptococcus neoformans. A TPI foi descrita no também
fungo patogénico P. brasiliensis, cOmo uma adesina ancorada a parede celular, ligante de
fibronectina e laminina do hospedeiro, contribuindo assim para a sua capacidade de
invasdo ao hospedeiro (PEREIRA et al., 2007).

No eucarioto Candida albicans, a frutose-bifosfato aldolase se apresenta como
uma ligante de plasminogénio, enquanto que em Neisseria meningitidis ela atua como uma
adesina, durante interacdo com células do hospedeiro (AMBLEE & JEFFERY, 2015). Em
Streptococcus pneumoniae, a frutose-bifosfato aldolase age como uma lectina de superficie

celular que se liga ao receptor caderina, e juntamente com a GAPDH, podem apresentar
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efeitos imunogénicos, quando presentes na superficie celular (BLAU et al., 2007; LING, et
al., 2004).

Desta forma, é possivel que as enzimas atuantes na via glicolitica, enolase,
TPI, GAPDH, e frutose bifosfato-aldolase, atuem durante processo infeccioso, facilitando a
aderéncia de S. saprophyticus ao epitélio urogenital, porém estudos posteriores sao
necessarios para estabelecer as reais fungdes extracelulares dessas proteinas, em S.
saprophyticus.

A L-lactato desidrogenase (LDH), é uma enzima catalitica envolvida no
processo de fermentacdo latica, via de obtencdo de energia comum a S. saprophyticus,
quando em condi¢bes anaerdbicas. Apesar de produzir um baixo indice de energia, o
metabolismo fermentativo de algumas bactérias patogénicas € crucial, visto que se trata um
mecanismo essencial na sua adaptacdo frente as mudancas na disponibilidade de oxigénio
(GREEN, et al., 2014; ZUHLKE, et al., 2016).

A aquisicdo de inumeros determinantes de viruléncia proporciona a S. aureus
um grau de patogenicidade maior do que a encontrada em outras espécies do género, de
modo que a privacdo de oxigénio leva a reorganizacdo do proteoma de S. aureus. A
adaptacdo metabolica de S. aureus, frente a condicdes variadas encontradas durante o
processo infeccioso, como hipdxia e estresse nitrosativo, contribui significadamente para a
sua viruléncia (VITKO, et al., 2016; ZUHLKE, et al., 2016).

A LDH especifica de S. aureus catalisa a reagdo de reducdo de piruvato a L-
lactato, com a oxida¢do concomitante de NADH a NAD". Este mecanismo, em bactérias
anaerdbicas, além de promover a obtencdo de energia em ambientes com deplecdo de
oxigénio, ajuda a manter o equilibrio redox celular em células que sdo incapazes de
respirar devido a danos mediados pelo estresse nitrosativo derivado do 6xido nitrico (NO)
(FLANNAGAN, et al., 2015).

Deste modo, a LDH de S. aureus apresenta ser induzida em resposta ao NO',
uma vez que este anion perturba o metabolismo redox de S. aureus, afetando sua
homeostase. Para contornar este efeito, portanto, S. aureus utiliza LDH para manter a
capacidade das bactérias em produzir NADH, a partir de NAD", na presencga de dxido NO.
A mutagdo da LDH em S. aureus caracterizou cepas menos virulentas em modelo murino
de infec¢do, apontando entdo uma fung¢do da LDH na adaptagdo e persisténcia de S. aureus
no hospedeiro (RICHARDSON, et al., 2008; FLANNAGAN, et al., 2015).

Evidentemente S. aureus apresenta niveis de patogenicidade superiores a S.

saprophyticus, por ser uma espécie altamente virulenta e frequentemente relacionada a
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infecdes graves em seres humanos. Porém ¢ de extrema importincia este estudo
associativo entre espécie do género Staphylococcus, visto que pode apontar possiveis
mecanismos utilizados por S. saprophyticus para garantir sucesso no estabelecimento da

infeccdo e persisténcia no hospedeiro.

6.1.2 Proteinas secretadas relacionadas a defesa contra o estresse

O sistema imune inato do hospedeiro, é capaz de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO) com atividade bactericidas, como um mecanismo de
defesa imunolégica (GREEN, et al., 2014). Diante disso, a expressdo de proteinas de
defesas contra estresse por microrganismos patogénicos, € essencial para a sua
sobrevivéncia e persisténcia durante processo infeccioso. Neste estudo, diversas classes de
proteinas relacionadas a defesa contra o estresse, foram identificadas no secretoma
extracelular dos 3 cepas clinicas de S. saprophyticus. Dentre elas, destacam-se a
superoxido dismutase (SOD) ligante de Ferro (Fe) e Manganés (Mn), a catalase, e a alquil
hidroperdxido redutase subunidade C (AhpC).

A superdxido dismutase (SOD), portanto, € uma metalo-enzima que se liga a
um cofator, para realizar a sua funcéo antioxidante na neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (RETNONINGRUM, et al.,, 2016). Esta enzima converte 0 anion
superdxido (O2-) em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2), ou ainda
atua evitando a formacdo de peroxinitrito (OONO-), a partir de superoxido extracelular.
Além de participar diretamente no processo de desintoxicacdo celular, a SOD também
pode desempenhar papel na persisténcia de S. aureus durante infeccdo. Codificada pelos
genes sodA e sodM, a SOD de S. aureus apresentou papel fundamental no crescimento e
viabilidade celular deste estafilococo, quando encontrado em condi¢cdes de estresse
(VALDERAS & HART, 2001; GAUPP et al., 2012).

Em cepas nédo patogénicas do género Mycobacterium, a SOD ligante de Mn
apresenta localizagdo citoplasmatica, enquanto que nas cepas patogénicas Mycobacterium
tuberculosis e do Complexo Mycobacterium avium (MAC), é encontrada no secretoma
extracelular. Desta forma, a SOD presente na superficie do MAC, além de contribuir para a
sua sobrevivéncia no hospedeiro, ajudando na resisténcia a morte mediada pela liberagédo
de EROs por macrdéfagos, ela foi descrita como uma adesina que pode modular a invaséo a
células epiletiais da mucosa respiratéria. Por outro lado, a SOD extracelular da M.

tuberculosis foi apontada como ligante de proteinas moonlighting do hospedeiro, como a
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GAPDH e aldolase (REDDY & KUMAR, et al., 2000; HENDERSON & MARTIN, 2011;
AMBLEE & JEFFERY, 2015), caracterizando entdo nestes dois modelos o papel da SOD
também no processo de aderéncia celular.

A catalase € uma enzima antioxidante presente em células aerobicas, que
catalisa 0 H.0,, formando agua (H20) e O2. A presencga da catalase € uma caracteristica
que distingue os estafilococos dos cocos Gram-positivos do género Streptococcus
(COSGROVE, et al., 2007). Em S. aureus, a catalase tem sido considerada como
determinante na colonizacdo nasal e persisténcia no hospedeiro, uma vez que cepas
produtoras de baixos niveis de catalase apresentam maior sensibilidade a morte por
neutrofilos (COSGROVE, et al., 2007).

A catalase foi descrita na parede celular de C. albicans, como uma das oito
principais adesinas ligantes de plasminogénio presente na matriz extracelular do
hospedeiro. A ativacdo do plasminogénio, por meio da ligacdo da catalase a residuos de
lisina C-terminal, pode aumentar potencialmente a capacidade deste fungo patogénico de
invadir tecidos do hospedeiro e causar necrose (CROWE, et al., 2003).

Por outro lado, a enzima alquil hidroperoxido redutase subunidade C (AhpC),
da familia das peroxirredoxinas, apresenta atividade detoxificante contra H,O2, peréxidos
organicos e peroxinitrito, utilizando NADH e NADPH como equivalentes redutores
(POOLE, 2005; GAUPP et al. 2012). Em Azospirillum brasiliense, a mutacdo do gene
ahpC, resultou em um fendtipo com alteracBes das propriedades da parede celular,
aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo e mobilidade prejudicada, sugerindo que
esta enzima é essencial para a viabilidade celular de A. brasiliense (WASIM et al., 2009).

A catalase e a AhpC de cepas de S. aureus carreadoras nasais parecem
apresentar mecanismos de regulacdo compensatorios. A delecdo do gene codificante da
AhpC (ahpC) leva ao aumento da resisténcia ao peroxido de hidrogénio, pela
superexpressdo do gene codificante da catalase (katA), assim como mutagcfes tanto em
katA como em ahpC, leva a defeitos no crescimento S. aureus em condicOes aerdbias.
Desta forma, a catalase e a AhpC mostraram desempenhar papéis fundamentais na
sobrevivéncia, persisténcia e colonizacdo nasal por S. aureus (COSGROVE, et al., 2007).

Desta maneira, a presenca de proteinas antioxidantes no secretoma extracelular
de S. saprophyticus, contribui para a sua persisténcia no hospedeiro, visto que pode
conferir prote¢dao tanto contra um possivel estresse causado por compostos presentes na

urina, como contra a morte provocada por células do sistema imunitario.
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6.1.3 Proteinas hipotéticas

Um namero relevante de proteinas ndo classificadas foi encontrado no estudo.
Essas moléculas, entdo denominadas de proteinas hipotéticas, compdem uma classe de
proteinas que € abundantemente identificada em estudos protebmicos, e a pouca
caracterizagdo funcional, muitas vezes, € devido a falta de um motivo ou dominio que
permita a identificacdo e classificacdo correta das mesmas. Essas moléculas sdo
identificadas em diversos estudos de larga-escala, apresentando fungdes preditas até entdo
desconhecidas (CORDWELL, et al., 2002; SILJAMAKI, et al., 2014A; BONAR et al.,
2016).

6.2 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PROTEINAS ENTRE OS CEPAS DE S.

saprophyticus

6.2.1 O antigeno estafilocdcico secretado A (SsaA)

Como mostrado pelas analises de protedmica, a cepa 7108 de S. saprophyticus
ndo foi capaz de secretar proteinas classicamente antigénicas, enquanto que as cepas
ATCC 15305 e 9325 secretaram para 0 meio extracelular, 2 antigenos, sendo um deles, um
importante fator antigénico denominado de SsaA.

O antigeno SsaA ja foi identificado diversas vezes no proteoma de S. aureus,
porém o seu papel na patogénese de infeccBes estafilocOcicas ainda é desconhecido
(MUTHUKRISHNAN, et al., 2011; QUIBLIER, et al., 2013; LIEW, et al, 2015). Por outro
lado, o SsaA identificado em S. epidermidis, foi responsavel por elevada resposta
antigénica, quando reagido com soro de pacientes com sepse e endocardite estafilocdcica,
levantando a hipbtese de um papel especifico deste antigeno na patogénese destes dois
tipos de infecgdes (LANG, et al., 2000). Além do mais, a SsaA parece ser uma proteina
regulada negativamente, pelos sistemas reguladores de fatores de viruléncia dos
estafilococos, Sar (regulador acessorio estafilocdcico) e agr (gene regulador acessorio)
(SIBBALD, et al., 2006).

O SsaA foi identificado previamente pelo nosso grupo, como uma proteina
altamente imunogénica e predominante no proteoma extracelular de S. saprophyticus
ATCC 15305, o que levou a necessidade de investigar o seu papel durante processo

infeccioso (OLIVEIRA, 2014). Desta forma, em estudo posterior, Rosa demonstrou que a
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proteina SsaA de S. saprophyticus ATCC 15305 tem a capacidade de interagir com
proteinas de macrdfagos, além de se dispersar por todo o citoplasma celular da célula
fagocitica durante modelo de infec¢do ex vivo, sugerindo assim a atuagdo de SsaA durante
a fagocitose por macréfagos (ROSA, 2016).

O papel da secrecao de SsaA durante infecgdo por S. saprophyticus ainda nao
estd claramente elucidado, no entanto a sua atuacdo na resposta imunoldgica de
camundongos ja foi demonstrado. Desta forma, ¢ imprescindivel a investigacdo do papel

da SsaA na patogénese de infecg¢des urinarias causadas por S. saprophyticus.

6.2.2 Expressao exclusiva de proteases

Proteases ou peptidases ¢ uma classe de enzimas que clivam proteinas, e atuam
catalisando a hidrolise das ligagdes peptidicas, desempenhando fungdes tanto no
processamento intracelular, como na clivagem de peptideos extracelulares, para a obtencao
de nutrientes, durante a privagdo de carbono e/ou nitrogénio. Elas podem ser divididas em
dois subgrupos, dependendo do seu local de ag¢do, podendo ser consideradas exopeptidases
ou endopeptidases. As proteases também sdo classificadas com base nos mecanismos
cataliticos, como: aspartil-proteases, metaloproteases, cisteino-proteases, treonina-
proteases, e as serino-proteases (PARENTE, et al., 2005).

Em microrganismos patogénicos, as proteases podem se apresentar como
fatores de viruléncia, atuando na degradacao de proteinas do hospedeiro, para facilitar sua
invasdo e disseminagdo. O papel fisioldgico das proteases durante a colonizacdo do
hospedeiro tem sido mostrado como parte de mecanismos de degradacdo das barreiras da
pele e das mucosas, a digestdo de proteinas do hospedeiro para fornecer nutrientes e o
ataque a linfocitos e macrofagos, enfraquecendo assim as defesas imunitarias do
hospedeiro (HUBE, 2000; YANG, 2003). Assim, a presenca de peptidases secretadas
significa, biologicamente, uma capacidade maior do patégeno em invadir o hospedeiro.

S. aureus também secreta uma variedade de peptidases extracelulares, que
parecem estar envolvidas na viruléncia. Elas sdo conhecidas por clivar os componentes de
defesa do hospedeiro, inclusive o sistema complemento, facilitando entdo a sua evasdo ao
sitema imune e disseminacdo no hospedeiro. As principais proteases secretadas por S.
aureus consistem na metaloproteinase dependente de zinco, denominada de aureolisina
(Aur), serina protease (V8 protease; SspA), cisteina protease (SspB), e a staphopain (Scp),

uma cisteina protease similar & papaina. A expressdo de proteases ¢ intrinsicamente
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controlada pelos sistemas reguladores de fatores de viruléncia, agr e Sar (SHAW, et al.,
2004; KANTYKA, et al., 2011).

Como jé citado, no exoproteoma de S. saprophyticus 7108 foram encontradas 7
peptidases de classes diferentes, sendo 4 delas secretadas exclusivamente por essa cepa.
Sao elas a leucil aminopeptidase, a metionina aminopeptidase, uma aminopeptidase
putativa e outra peptidase putativa. A deteccdo de proteases em extrato proteico secretado ¢
extremamente intrigante, € a0 mesmo tempo um dado biologicamente relevante, ja que esta
identificacdo ¢ incomum em meios ricos em carbono e nitrogénio. A identificacdo de
peptidases também ¢ dificil devido a capacidade dela se autoclivar, e eventualmente, ndo
ser detectada em estudos protedmicos.

As aminopeptidases, portanto, ¢ uma classe de enzimas proteoliticas que
desempenham um papel importante no metabolismo celular, catalisando seletivamente a
remogao de residuos de aminoacidos, a partir da por¢do N-terminal das proteinas.
Tradicionalmente, o papel das aminopeptidases se resume em metabolizar o nitrogénio e
em ativar ou degradar proteinas (CARROLL, et al., 2012; CARROLL, et al., 2013).

A leucil aminopeptidase ou leucina aminopeptidase (LAP) de S. aureus, uma
metalo-aminopeptidase da familia M17, foi mostrada, como sendo uma proteina
intracelular necessaria para a viruléncia do estafilococo, em inimeros modelos de infec¢ao
em camundongos (CARROLL, et al., 2012). Carroll e colaboradores em 2013 também
mostraram que a atividade enzimatica da LAP de S. aureus ¢ excelente em pH 8,5, na
presenca dos metais bivalentes Mn>*, Ni** e Co?".

LAP do parasito intracelular Plasmodium vivax catalisa a remocdo de
aminoacidos, a partir de proteinas liberadas pela destruicdo da hemoglobina e ¢ utilizado
como um mecanismo de sobrevivéncia no hospedeiro. Cepas mutantes de Plasmodium
falciparum que superexpressam a LAP, sdo duas vezes mais resistentes a morte por
Bestatina, se comparados com cepas tipo selvagem. Estes dados sugerem fortemente o
papel da LAP no crescimento e desenvolvimento de microrganismos patogé€nicos em
condi¢des ambientes extremas, além de promover um possivel mecanismo de resisténcia a
drogas (SINGH, et al., 2012).

A metionina aminopeptidase (MetAP) ¢ uma metalo-enzima que tem como
alvo a excisdo catalitica da metionina N-terminal de proteinas recém sintetizadas,
necessaria para o crescimento e sobrevivéncia celular de E. coli dentro do hospedeiro
(KAO, et al., 2011; CHALI, et al., 2011). Chai e colaboradores mostraram que um inibidor

da MetAP era capaz de impedir significativamente o crescimento da cepa MRSA de S.
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aureus, apresentando entdo a MetAp como um potencial alvo terapéutico de infecgdes
causadas por cepas de S. aureus multirresistentes. Por outro lado, a atividade antigénica da
MetAP secretada por S. aureus foi recentemente apontada por Liew e colaboradores, em
ensaios de Western-blotting realizados com anticorpos presentes em soro de pacientes
especificamente com infecgdes de tecidos moles, causados por S. aureus (LIEW, et al.,
2015).

Desta forma, ¢ de se pensar que S. saprophyticus 7108 apresente mecanismos
diferenciados para invasao e sobrevivéncia no hospedeiro humano, pois além de secretar
mais proteases, nao secreta o antigeno SsaA como as outras cepas analisadas, abrindo
entdo futuras perspectivas no estudo da caracterizacdo das proteases desta cepa, e
associacdo com dados clinicos de pacientes acometidos por esta cepa.

A cepa 9325 ndo apresentou proteases exclusivas, enquanto que somente S.
saprophyticus ATCC 15305 foi capaz de secretar uma peptidase, denominada de zinco-
metaloprotease. As zinco-metaloproteases ou zinco-metaloproteinases, portanto, se
caracterizam pela presenca de zinco no seu sitio ativo, o qual atua no posicionamento da
molécula de agua, responsavel pela clivagem hidrolitica do peptideo (PARENTE, et al,
2005). A metaloprotease dependente de zinco, em S. aureus ¢ denominada de aureolisina
(Aur), e faz parte da familia das termolisinas. A aureolisina de S. aureus ¢ apontada como
um potente inibidor do sistema complemento, degradando uma proteina central
denominada de C3. Desta maneira, a aureolisina parece inibir, de forma eficaz, a fagocitose
bacteriana e posterior morte mediada por neutrofilos (LAARMAN, et al., 2011; JUSKO, et
al., 2014).

6.2.3 Outras proteinas diferencialmente secretadas

O fator de viruléncia UafA foi identificado apenas no exoproteoma de S.
saprophyticus ATCC 15305 e 7108. Classicamente, a UafA ¢ uma adesina, com atividade
de hemaglutinina, ancorada a parede celular de S. saprophyticus, responsavel por sua
aderéncia ao epitélio geniturindrio humano. O processo de adesdo ¢ um mecanismo
primordial na coloniza¢do de patogenos causadores de ITU, visto que a infecgdo s6 tem
capacidade de progredir, caso o microrganismo seja capaz de se aderir ao epitélio urinario
(KURODA, et al., 2005; KING, et al., 2011).

O acido lipoteicoico, um componente crucial da parede celular em bactérias

Gram-positivas, ja foi apontado como um fator de viruléncia em S. saprophyticus, por
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apresentar atividade de adesina durante a colonizagdo no hospedeiro (TETI, et al.,1987).
Uma enzima denominada de acido lipoteicoico sintase, responsavel por catalisar a
polimerizagdo do &cido lipoteicdico, foi detectada no proteoma extracelular das cepas
ATCC 15305 e 9325 de S. saprophyticus, caracterizando entdo um possivel mecanismo
adicional de invasao tecidual utilizado por estas duas cepas.

Além do mais, 0 &cido lipoteicéico derivado de S. aureus provoca disfuncao
endotelial, choque circulatorio e lesdo de 6rgdos em diferentes modelos de sepse causadas
por bactérias Gram-positivas (LEEMANS et al., 2003; XING et al., 2011). Desta forma,
complicacdes sépticas provocadas por infecgdes urinarias causadas por S. saprophyticus
ATCC 15305 e 9325, tendem a apresentar danos mais severos ao hospedeiro, do que a
provocada pela cepa 7108.

A deteccao de proteinas expostas a superficie em fracdes extracelulares pode
ser devido a uma fraca ligacdo das mesmas a parede de celular, sendo, portanto, liberados
para o meio de cultura, durante centrifugacdo, podendo ser também secretadas por algum
mecanismo ainda desconhecido (SILJAMAKI, et al., 2014A).

Diante dos dados expostos, é possivel observar que, mesmo com a diversidade
funcional que as proteinas identificadas no exoproteoma de S. saprophyticus possam
exercer dentro do ambiente intracelular, outras funcBes ja foram descritas, para muitas
delas, quando presentes no meio extracelular. Sendo assim, vérias das proteinas detectadas
no proteoma extracelular de S. saprophyticus, sdo fortes candidatas a desempenhar papéis

na promocdao da patogénese desta bactéria no trato geniturinario humano.
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7 CONCLUSOES

Este estudo prop0s a caracterizagdo do perfil do exoproteoma de 3 cepas
clinicas de S. saprophyticus, por meio da protebmica comparativa. A analise encontrou
diferencas notaveis na expressdo de proteinas extracelulares entre as cepas ATCC 15305,
7108 e 9325 de S. saprophyticus, mas que corroboram com dados encontrados em S.
aureus. Das 159 proteinas identificadas no estudo, apenas 44 foram encontradas no
exoproteoma das 3 cepas de S. saprophyticus. Dentre esses peptideos, destacam-se:
enolase, triose-fosfato isomerase (TPI), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
frutose-bifosfato aldolase, superoxido dismutase (SOD), alquil hidroperéxido redutase
subunidade C (AhpC), L-lactato desidrogenase (LDH) e a transglicosilase IsaA, muitas das
quais apresentam fungdes moonlighting relacionadas a caracteristica virulenta de outros
microrganismos patogénicos.

A cepa 7108 de S. saprophyticus apresentou maior heterogeneidade no perfil
de proteinas secretadas, dentre as cepas estudadas. Como evidenciado, um importante fator
antigénico, denominado de SsaA, ndo foi capaz de ser detectado no exoproteoma da cepa
7108, mesmo esta cepa possuindo o gene codificante para SsaA em perfeitas condicdes.
Este dado demonstra a plasticidade metabolica de S. saprophyticus 7108, visto que, por
conter o gene codificante, 0 antigeno é produzido pela cepa 7108, porém, eventualmente,
ndo € secretado para o0 meio extracelular. No exoproteoma de 7108 também foi encontrado
um maior numero de proteinas exclusivas, se comparado as cepas ATCC 15305 e 9325,
totalizando 36. Entre elas, 4 peptidases especificas da cepa foram identificadas, uma classe
de enzimas consideradas muitas vezes como fatores de viruléncia bacteriana, levando-nos
entdo a acreditar que a variedade proteica de 7108 possa interferir na capacidade infectiva
desta cepa, em relacdo as demais.

Desta maneira, a analise do proteoma extracelular de 3 cepas clinicas de S.
saprophyticus evidenciou uma diversidade na secrecdo de proteinas, que pode refletir em
diferengas tanto na capacidade de infeccdo, como nas estratégias utilizadas por S.
saprophyticus para colonizar o hospedeiro humano. Assim, os resultados deste estudo
suportam a hipGtese de que diferentes cepas de S. saprophyticus possuem padrdo de
secrecdo de proteinas diferentes, e contribui para o rastreio da expressdo de proteinas

relacionadas a viruléncia e adaptacdo deste microrganismo a mucosa geniturinaria humana.
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8 PERSPECTIVAS

1. Avaliar o perfil do exoproteoma de outras cepas clinicas de S. saprophyticus.

2. Investigar a sobrevivéncia de diferentes cepas de S. saprophyticus dentro de
macrofagos.

3. Analisar o exoproteoma das 3 cepas de S. saprophyticus, apés modelo de infec¢ao
em macrofagos.

4. Avaliar o exoproteoma de cepas de S. saprophyticus, em condigdes anaerdbicas.

5. Analisar secre¢dao de SsaA na cepa 7108, e em outros isolados de S. saprophyticus.

6. Elucidar funcao de SsaA durante a patogénese de infecgdes por S. saprophyticus.

7. Estudar a funcdo das proteases na patogénese de infecgdes por S saprophyticus.

8. Associar o perfil protedmico das 3 cepas de S. saprophyticus, com os dados clinicos
dos pacientes acometidos.

9. Padronizar modelos de cultivo em urina sintética.

10. Padronizar modelos de infeccdo in vivo, por S. saprophyticus.

11. Prever assinatura genética de diferentes cepas de S. saprophyticus.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela S1. Expressao de proteinas de S. saprophyticus 9325 em relagdo a S. saprophyticus 7108.

Accession OK Description Score Frac_9325:Frac_7108_Ratio Frac_9325:Frac_7108__P
CH10_STAS1 2 10 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro 23604,16 0,182683515 0
GPMA STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phospho 27855,98 0,364218983 0
GPMI_STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosp 5608,84 Frac_7108 Frac_7108
RS10_STAS1 2 30S ribosomal protein S10 OS=Staphylococc 1446,29 6,049647176 1
RS12 STAS1 2 30S ribosomal protein S12 OS=Staphylococc 2981,56 Frac_9325 Frac_9325
RS16_STAS1 2 30S ribosomal protein S16 OS=Staphylococc 2873,1 0,402524213 0
RS18 STAS1 2 30S ribosomal protein S18 OS=Staphylococc 2693,94 Frac_9325 Frac_9325
RS19 STAS1 2 30S ribosomal protein S19 0OS=Staphylococc 10397,65 Frac_7108 Frac_7108

RS5_STAS1 2 30S ribosomal protein S5 OS=Staphylococcus 2236,92 Frac_9325 Frac_9325

RS6_STAS1 2 30S ribosomal protein S6 OS=Staphylococcus 7906,74 0,565525443 0

RS7_STAS1 2 30S ribosomal protein S7 OS=Staphylococcus 10080,62 Frac_9325 Frac_9325

RS8_STAS1 2 30S ribosomal protein S8 OS=Staphylococcus 2559,01 Frac_9325 Frac_9325
HPS1 STAS1 2 3-hexulose-6-phosphate synthase 1 OS=Stap 6613,03 Frac_7108 Frac_7108
HPS2_STAS1 2 3-hexulose-6-phosphate synthase 2 OS=Stap 6462,5 Frac_7108 Frac_7108

Q49WB7_STAS1 2 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] syntha 4043,48 0,733446954 0
RL19_STAS1 2 50S ribosomal protein L19 OS=Staphylococc 2770,94 Frac_9325 Frac_9325

RL2_STAS1 2 50S ribosomal protein L2 OS=Staphylococcus 1284,63 0,860707971 0,04
RL21_STAS1 2 50S ribosomal protein L21 OS=Staphylococc 1924,41 Frac_7108 Frac_7108
RL22 STAS1 2 50S ribosomal protein L22 OS=Staphylococc 3783,98 Frac_7108 Frac_7108
RL23_STAS1 1 50S ribosomal protein L23 OS=Staphylococc 1069,14 Frac_9325 Frac_9325
RL25 STAS1 2 50S ribosomal protein L25 OS=Staphylococc 9484,02 0,588604987 0
RL27_STAS1 2 50S ribosomal protein L27 OS=Staphylococc 3553,65 Frac_7108 Frac_7108
RL29 STAS1 2 50S ribosomal protein L29 OS=Staphylococc 37437,55 0,600495585 0
RL30_STAS1 2 50S ribosomal protein L30 OS=Staphylococc 13315,13 0,232236266 0
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50S ribosomal protein L32 OS=Staphylococc
50S ribosomal protein L35 OS=Staphylococc
50S ribosomal protein L36 OS=Staphylococc
50S ribosomal protein L5 OS=Staphylococcus
50S ribosomal protein L7/L12 OS=Staphyloco
60 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro
6-phosphogluconate dehydrogenase, decar
ABC-type amino acid transport system pe
Adenylate kinase OS=Staphylococcus sapr
Alkaline shock protein 23 OS=Staphylococ
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C O
Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/GlIn) amidotran
Bifunctional autolysin OS=Staphylococcu
Catalase OS=Staphylococcus saprophyticus
Dihydrolipoamide S-acetyltransferase co
Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Staphylo
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
Elongation factor Ts OS=Staphylococcus sa
Elongation factor Tu OS=Staphylococcus sa
Enolase OS=Staphylococcus saprophyticus su
Ferritin OS=Staphylococcus saprophyticus s
Fructose-bisphosphate aldolase OS=Staph
Glucose-1-dehydrogenase OS=Staphylococc
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase OS=
Glucose-6-phosphate isomerase OS=Staphylo
Glutamine synthetase OS=Staphylococcus
Glutamyl endopeptidase OS=Staphylococcu
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas
Glycine cleavage system H protein OS=Stap

4597,64
8005,73
5947,49
6764,04
28421,32
13896,07
8558,83
1916,99
4956,53
2128,81
73486,92
1326,5
10517,48
4387,45
1130,77
26038,2
1724,43
24048,72
2706,02
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3962,24
1543,53
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Q4AOW?2_STAS1
Q49YS4_STAS1
Q49W50_STAS1
LTAS_STAS1
LDH_STAS1
SLE1_STAS1
Y1834_STAS1
NDK_STAS1
OHRL1_STAS1
Q49WL6_STAS1
Q49WK6_STAS1
PGK_STAS1
Q49VE1_STAS1
RPOE_STAS1
PPAC_STAS1
Y1389 STAS1
TPX_STAS1
SCED1_STAS1
SCED2_STAS1
SCED3_STAS1
Q49785_STAS1
Q49YH6_STAS1
Q49XQ2_STAS1
Q49Y87_STAS1
Q49WI6_STAS1
Q49WC9_STAS1
Q49XX4_STAS1
PPI1_STAS1
Q49ZL8_STAS1

Immunodominant antigen OS=Staphylococcu
Leucyl aminopeptidase OS=Staphylococcus
Lipoprotein OS=Staphylococcus saprophyt
Lipoteichoic acid synthase OS=Staphylococ

L-lactate dehydrogenase OS=Staphylococcus

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase slel O
NADH dehydrogenase-like protein SSP1834

Nucleoside diphosphate kinase OS=Staphyloc
Organic hydroperoxide resistance protein
Peptide deformylase 2 OS=Staphylococcus
Phosphocarrier protein HPr OS=Staphyloc

Phosphoglycerate kinase OS=Staphylococcus
Phosphotransacetylase OS=Staphylococcus

Probable DNA-directed RNA polymerase subu

Probable manganese-dependent inorganic py

Probable tautomerase SSP1389 OS=Staphylo

Probable thiol peroxidase OS=Staphylococcu
Probable transglycosylase sceD 1 OS=Stap
Probable transglycosylase sceD 2 OS=Stap
Probable transglycosylase sceD 3 OS=Stap
Purine nucleoside phosphorylase DeoD-ty
Putative aminopeptidase OS=Staphylococc

Putative cell division initiation prote
Putative cell-shape determining protein
Putative flavohemoprotein OS=Staphyloco
Putative oligopeptidase OS=Staphylococc
Putative peptidase OS=Staphylococcus sa
Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomer
Putative secretory antigen OS=Staphyloc

7191,69
2553,56
2727,01
5619,15
2755,56
1256,34
3427,51
2800,03
1312,66
3633,64
1220,97
1161,68
3529,3
6199,2
1251,11
2268,51
9221,36
10792,65
25581,96
10792,65
6358,05
1664,74
1675,95
1165,57
2385,44
5259,1
2608,88
2311,29
4649,24

0,576949804
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325

4,349235265
Frac_9325
Frac_9325
Frac_7108
Frac_9325
Frac_7108
Frac_7108

2,054433269
Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108

0,576949804

9,115716741

4,220696059

9,115716741

0,543350861
Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325

0,537944435
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325

0
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325

1
Frac_9325
Frac_9325
Frac_7108
Frac_9325
Frac_7108
Frac_7108

1
Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108

O r ol

Frac_7108
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325
0
Frac_7108
Frac_7108
Frac_9325
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SP5G_STAS1 2 Putative septation protein spoVG OS=Staph 1899,64 Frac_9325 Frac_9325
Q49ZX5_STAS1 2 Putative small heat shock protein OS=St 1918,15 Frac_7108 Frac_7108
Q49W43_STAS1 2 Putative thioredoxin OS=Staphylococcus 16221,01 Frac_7108 Frac_7108
Q49YLO_STAS1 2 Putative transaldolase OS=Staphylococcu 43683,99 0,382892894 0
Q49ZN1_STAS1 2 Putative transcriptional regulator OS=S 1945,84 Frac_9325 Frac_9325
Q49VP3_STAS1 1 Putative uncharacterized protein OS=Sta 1009,14 Frac_9325 Frac_9325
Q4A0Y2_STAS1 1 Putative uncharacterized protein OS=Sta 2012,77 0,548811623 0,03
Q49XB9_STAS1 1 Putative uncharacterized protein OS=Sta 1058,97 Frac_9325 Frac_9325
Q49W44 _STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 5165,57 Frac_7108 Frac_7108
Q49VvC9_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 42439,79 2,534509196 1
Q49715_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 6652,12 Frac_7108 Frac_7108
Q4AO0F5_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 1333,85 Frac_9325 Frac_9325
Q49YQ1_STAS1 2 Putative uncharacterized protein 0S=Sta 4042,88 0,571209062
Q49773 _STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 26589,89 1,447734622 1
Q4A067_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 3175,2 Frac_9325 Frac_9325
Q49V15_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 7688,73 Frac_7108 Frac_7108
Q49XP1_STAS1 2 Putative uncharacterized protein 0S=Sta 6505,58 0,353454695 0
Q49UZz2_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 3939,43 Frac_7108 Frac_7108
Q49VvV4_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 14878,31 0,818730751 0
Q49VF9_STAS1 2 Putative uncharacterized protein OS=Sta 19269,98 1,185304853 1
Q49YD5_STAS1 2 Putative universal stress protein OS=St 1388,71 2,293318702 1

Y1056_STAS1 2 Putative universal stress protein SSP105 2427,55 Frac_9325 Frac_9325

PDXS_STAS1 2 Pyridoxal biosynthesis lyase PdxS OS=Stap 3140,64 Frac_9325 Frac_9325
Q49WL9_STAS1 2 Pyruvate dehydrogenase E1 component bet 1201,45 Frac_9325 Frac_9325
Q49VT0_STAS1 2 Ribonucleoside-diphosphate reductase mi 1338,26 Frac_9325 Frac_9325

RRF_STAS1 2 Ribosome-recycling factor OS=Staphylococcu 24793,49 0,458406024 0
Q49X03_STAS1 2 Ribulose-phosphate 3-epimerase OS=Staph 2251,76 Frac_7108 Frac_7108
Q49VK7_STAS1 2 Secretory antigen SsaA-like protein OS= 3007,23 Frac_9325 Frac_9325

GLYA STAS1 2 Serine hydroxymethyltransferase OS=Staphy 1899,67 Frac_9325 Frac_9325



Q49UQ1_STAS1
Q49744 _STAS1
Q49786_STAS1
SODM_STAS1
Q49XD6_STAS1
TIG_STAS1
TPIS_STAS1
Y0419 STAS1
Y1059 _STAS1
Y1625_STAS1
Y1806_STAS1
Y1134_STAS1
Y1897 _STAS1
Y954 _STAS1
Y2125 _STAS1
Y1146_STAS1
URE1_STAS1
UAFA_STAS1

N N NN NNPEPNNDNMNDNNMNDNDNNNDNNMDNDNNDN

Single-stranded DNA-binding protein OS=
Single-stranded DNA-binding protein OS=
Starvation-inducible DNA-binding protei
Superoxide dismutase [Mn/Fe] OS=Staphyloc
Transketolase OS=Staphylococcus saproph
Trigger factor OS=Staphylococcus saprophyt
Triosephosphate isomerase OS=Staphylococc
Uncharacterized oxidoreductase SSP0419 O
Uncharacterized peptidase SSP1059 OS=Sta
Uncharacterized protein SSP1625 OS=Staph
Uncharacterized protein SSP1806 OS=Staph
UPF0337 protein SSP1134 OS=Staphylococcu
UPF0337 protein SSP1897 OS=Staphylococcu
UPF0342 protein SSP0954 OS=Staphylococcus
UPF0447 protein SSP2125 OS=Staphylococcu
UPF0473 protein SSP1146 OS=Staphylococcu
Urease subunit alpha OS=Staphylococcus sa
Uro-adherence factor A OS=Staphylococcus

1894,92
992,36
37740,23
44840,45
4262,63
2560,58
8310,84
2382,17
1914,8
2061,75
2378,74
1359,68
3236,93
29690,75
3491,31
2529,46
2320,21
5665,22

Frac_7108
Frac_9325
0,690734327
0,259240254
1,682027618
0,818730751
1,433329435
Frac_7108
0,657046828
Frac_7108
Frac_9325
Frac_9325
Frac_7108
0,571209062
0,353454695
0,618783398
Frac_7108
Frac_7108

Frac_7108
Frac_9325

~ o r o ol

Frac_7108
0
Frac_7108
Frac_9325
Frac_9325
Frac_7108

o o ol

Frac_7108
Frac_7108

90



Tabela S2. Expressao de proteinas de S. saprophyticus 9325 em relagao a S. saprophyticus ATCC 15305.

Accession OK Description Score Frac_9325:Frac_15305_Ratio Frac_9325:Frac_15305__P
CH10_STAS1 2 10 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro 6060,02 0,618783398 0
GPMA_STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phospho 4176,11 0,852143792 0
GPMI_STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosp 977,11 Frac_15305 Frac_15305

RS1_STAS1 2 30S ribosomal protein S1 OS=Staphylococcus 1192,02 Frac_15305 Frac_15305
RS10_STAS1 2 30S ribosomal protein S10 OS=Staphylococc 6195,52 0,060810066 0
RS12 STAS1 2 30S ribosomal protein S12 OS=Staphylococc 2981,56 Frac_9325 Frac_9325
RS16_STAS1 2 30S ribosomal protein S16 OS=Staphylococc 2138,73 1,336427477 0,98
RS18 STAS1 2 30S ribosomal protein S18 OS=Staphylococc 2693,94 Frac_9325 Frac_9325

RS5 STAS1 2 30S ribosomal protein S5 OS=Staphylococcus 2236,92 Frac_9325 Frac_9325

RS6_STAS1 2 30S ribosomal protein S6 OS=Staphylococcus 2888,72 Frac_9325 Frac_9325

RS7_STAS1 2 30S ribosomal protein S7 OS=Staphylococcus 2451,75 1,69893226 1
RL19_STAS1 2 50S ribosomal protein L19 OS=Staphylococc 2770,94 Frac_9325 Frac_9325
RL21_STAS1 2 50S ribosomal protein L21 OS=Staphylococc 3600,43 Frac_15305 Frac_15305
RL23_STAS1 2 50S ribosomal protein L23 OS=Staphylococc 3358,77 0,532591804 0
RL25_STAS1 2 50S ribosomal protein L25 OS=Staphylococc 3175,42 0,625002269 0
RL29 STAS1 2 50S ribosomal protein L29 OS=Staphylococc 12005,11 1,061836545 0,96
RL32_STAS1 1 50S ribosomal protein L32 OS=Staphylococc 1049,31 Frac_15305 Frac_15305
RL35_STAS1 2 50S ribosomal protein L35 OS=Staphylococc 6138,39 Frac_15305 Frac_15305

RL5_STAS1 2 50S ribosomal protein L5 OS=Staphylococcus 1653,71 1,433329435 1

RL7_STAS1 2 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Staphyloco 16156,12 0,726149042 0
CH60_STAS1 2 60 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro 14369,77 0,275270794 0

Q49XV6_STAS1 2 6-phosphogluconate dehydrogenase, decar 3494,47 0,60653066 0
Q4A0L3_STAS1 1 ABC-type amino acid transport system pe 1040,15 Frac_9325 Frac_9325
Q49ZE7_STAS1 2 Adenylate kinase OS=Staphylococcus sapr 1663,33 0,677056884 0
DHA_STAS1 2 Alanine dehydrogenase OS=Staphylococcus sa 3729,86 Frac_15305 Frac_15305
ASP23 STAS1 2 Alkaline shock protein 23 OS=Staphylococ 2128,81 Frac_9325 Frac_9325
AHPC_STAS1 2 Alkyl hydroperoxide reductase subunit C O 19851,57 2,293318702 1



Q49WH3_STAS1
CATA_STAS1
Q49WM1_STAS1
RPOA_STAS1
EFTS_STAS1
EFTU_STAS1
ENO_STAS1
FTN_STAS1
HEMH_STAS1
Q49272_STAS1
Q49W97_STAS1
Q49XA2_STAS1
Q4AOH6_STAS1
Q49VZ9_STAS1
Q4AOW2_STAS1
LTAS_STAS1
LDH_STAS1
Y1834_STAS1
NDK_STAS1
OHRL1_STAS1
PGK_STAS1
PPAC_STAS1
QOX2_STAS1
TPX_STAS1
SCED1_STAS1
SCED2_STAS1
SCED3_STAS1
Q49XN3_STAS1
Q49785_STAS1

N N NN NNPEPNNDNDNNNDNNNDNDNDNDNDNDNNDNDDNDNDDNDNDNDNDN

Bifunctional autolysin OS=Staphylococcu
Catalase OS=Staphylococcus saprophyticus
Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Staphylo

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
Elongation factor Ts OS=Staphylococcus sa
Elongation factor Tu OS=Staphylococcus sa

Enolase OS=Staphylococcus saprophyticus su
Ferritin OS=Staphylococcus saprophyticus s

Ferrochelatase OS=Staphylococcus saprophy
Fructose-bisphosphate aldolase OS=Staph

Glutamate dehydrogenase OS=Staphylococc
Glutamine synthetase OS=Staphylococcus
Glutamyl endopeptidase OS=Staphylococcu
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas

Immunodominant antigen OS=Staphylococcu
Lipoteichoic acid synthase OS=Staphylococ

L-lactate dehydrogenase OS=Staphylococcus
NADH dehydrogenase-like protein SSP1834

Nucleoside diphosphate kinase OS=Staphyloc
Organic hydroperoxide resistance protein

Phosphoglycerate kinase OS=Staphylococcus

Probable manganese-dependent inorganic py
Probable quinol oxidase subunit 2 OS=Stap

Probable thiol peroxidase OS=Staphylococcu

Probable transglycosylase sceD 1 OS=Stap
Probable transglycosylase sceD 2 OS=Stap
Probable transglycosylase sceD 3 OS=Stap

PTS system glucose-specific IIA compone
Purine nucleoside phosphorylase DeoD-ty

20205,3
4213,23
5065,51
1510,37
8620,21
7278,5
9937,23
3310,48
4272,35
2241,23
1686,45
1497,09
5628,53
11757,89
6537,75
10513,36
11750,94
3427,51
1342,18
1312,66
2245,9
1866,43
1108,42
3138,2
29300,48
19716,08
29300,48
1776,3
1270,91

0,71177032
0,600495585
0,625002269

Frac_15305
0,444858065

0,65050909
0,571209062
0,778800783
1,349858824
0,755783741

Frac_15305

Frac_15305
1,599994191
1,209249595
0,367879441
0,472366553
0,718923724

Frac_9325
Frac_15305
Frac_9325
0,869358235

Frac_15305

Frac_15305
0,657046828

1,87761057
1,309964465

1,87761057

Frac_15305

1,1502738

0

0

0
Frac_15305

0

= O O O

0
Frac_15305
Frac_15305

1

o O O -

Frac_9325
Frac_15305
Frac_9325
0,02
Frac_15305
Frac_15305
0
1
1
1
Frac_15305
0,96

92



Q49WV6_STAS1
Q49XP8_STAS1
Q49WC9_STAS1
Q49XC5_STAS1
Q497L8_STAS1
SP5G_STAS1
Q49YLO_STAS1
Q49ZN1_STAS1
Q49W44_STAS1
Q49VP3_STAS1
Q49VC9_STAS1
Q49X01_STAS1
Q4A0Y2_STAS1
Q49UH8_STAS1
Q49ZI5_STAS1
Q4A056_STAS1
Q49XB9_STAS1
Q4AOF5_STAS1
Q49YQ1_STAS1
Q49773 _STAS1
Q49ZW4_STAS1
Q4A067_STAS1
Q49XC4_STAS1
Q49VV4_STAS1
Q49VF9_STAS1
Q49YD5_STAS1
Y1056_STAS1
Q49X11_STAS1
PDXS_STAS1

N NN DN NDNMNDNMNNNNMNNMNNENNNEREDNDNDNDNDNNDNDDNDNNDNDNDNDNDN

Putative antibacterial protein OS=Staph
Putative extracellular amidase OS=Staph
Putative oligopeptidase OS=Staphylococc
Putative phosphate phosphonate-binding
Putative secretory antigen OS=Staphyloc

Putative septation protein spoVG OS=Staph

Putative transaldolase OS=Staphylococcu
Putative transcriptional regulator OS=S
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein 0S=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein 0S=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative universal stress protein OS=St
Putative universal stress protein SSP105
Putative zinc metalloprotease OS=Staphy
Pyridoxal biosynthesis lyase PdxS OS=Stap

5105,04
1962,78
2565,61
1019,83
3600,26
1899,64
14954,31
1945,84
1435,18
1330,02
55643,27
1065,71
3038,96
1790,9
2519,04
1319,87
1058,97
1333,85
1462,47
78320,7
4125,14
3175,2
3531,9
14268,59
21150,03
1239,68
7569,51
1487,34
1430,01

Frac_15305
Frac_15305
0,93239382
Frac_15305
3,254374032
Frac_9325
0,852143792
Frac_9325
Frac_15305
0,802518799
1,363425117
Frac_15305
0,203925605
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_9325
Frac_9325
Frac_9325
1,094174288
Frac_15305
Frac_9325
Frac_15305
0,740818212
1,233678052
0,329558956
0,516851321
Frac_15305
1,404947596

Frac_15305
Frac_15305
0,04
Frac_15305
1
Frac_9325
0
Frac_9325
Frac_15305
0
1
Frac_15305
0
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_9325
Frac_9325
Frac_9325
1
Frac_15305
Frac_9325
Frac_15305
0
1
0
0
Frac_15305
1
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Q49WL9_STAS1
Q49VTO_STAS1
Q49XGO_STAS1
RRF_STAS1
Q49VK7_STAS1
GLYA_STAS1
Q49786_STAS1
SODM_STAS1
Q49XD6_STAS1
TIG_STAS1
TPIS_STAS1
Y1059 STAS1
Y1625_STAS1
Y1806_STAS1
Y1964 _STAS1
Y1134_STAS1
Y1897 _STAS1
Y954 _STAS1
Y2125 _STAS1
UREG_STAS1
UAFA_STAS1

N NN DN O FRP NMNNNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDNNDN

Pyruvate dehydrogenase E1 component bet
Ribonucleoside-diphosphate reductase mi
Ribose ABC transporter OS=Staphylococcu

Ribosome-recycling factor OS=Staphylococcu

Secretory antigen SsaA-like protein OS=
Serine hydroxymethyltransferase OS=Staphy
Starvation-inducible DNA-binding protei
Superoxide dismutase [Mn/Fe] OS=Staphyloc
Transketolase OS=Staphylococcus saproph
Trigger factor OS=Staphylococcus saprophyt
Triosephosphate isomerase OS=Staphylococc

Uncharacterized peptidase SSP1059 OS=Sta

Uncharacterized protein SSP1625 OS=Staph

Uncharacterized protein SSP1806 OS=Staph

Uncharacterized protein SSP1964 OS=Staph

UPF0337 protein SSP1134 OS=Staphylococcu

UPF0337 protein SSP1897 OS=Staphylococcu

UPF0342 protein SSP0954 OS=Staphylococcus

UPF0447 protein SSP2125 OS=Staphylococcu

Urease accessory protein UreG OS=Staphylo

Uro-adherence factor A OS=Staphylococcus

1008,93
1338,26
1652,9
7648,01
2283,4
1899,67
51176,84
7340,71
7925,42
2645,35
9327,45
1199,03
1755,15
1410,69
2414,64
1359,68
1266
9823,94
2949,68
1999,7
2360,49

0,852143792
Frac_9325
Frac_15305
0,810584251
1,323129814
Frac_9325
0,394553708
0,771051593
0,778800783
0,449328959
0,904837417
Frac_9325
Frac_15305
1,221402762
Frac_15305
Frac_9325
Frac_15305
1,476980773
0,571209062
Frac_15305
Frac_15305

94

0
Frac_9325
Frac_15305
0
1
Frac_9325

o o ol

0
0,01
Frac_9325
Frac_15305
1
Frac_15305
Frac_9325
Frac_15305
1
0
Frac_15305
Frac_15305




Tabela S3. Expressao de proteinas de S. saprophyticus 7108 em relacao a S. saprophyticus ATCC 15305.

Accession OK Description Score Frac_7108:Frac_15305_Ratio Frac_7108:Frac_15305__P
CH10_STAS1 2 10 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro 6060,02 7,028687916 1
GPMA_STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phospho 4176,11 4,014849996 1
GPMI_STAS1 2 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosp 977,11 31,81697773 1

RS1_STAS1 2 30S ribosomal protein S1 OS=Staphylococcus 1192,02 Frac_15305 Frac_15305
RS10_STAS1 2 30S ribosomal protein S10 OS=Staphylococc 6195,52 0,106458503 0
RS16_STAS1 2 30S ribosomal protein S16 OS=Staphylococc 2138,73 1,616074385 1
RS19 STAS1 2 30S ribosomal protein S19 OS=Staphylococc 10397,65 Frac_7108 Frac_7108

RS6_STAS1 2 30S ribosomal protein S6 OS=Staphylococcus 7906,74 Frac_7108 Frac_7108

RS7_STAS1 2 30S ribosomal protein S7 OS=Staphylococcus 2451,75 Frac_15305 Frac_15305

RS8 STAS1 1 30S ribosomal protein S8 OS=Staphylococcus 1016,98 Frac_15305 Frac_15305

RS9_STAS1 2 30S ribosomal protein S9 OS=Staphylococcus 4012,77 Frac_15305 Frac_15305
HPS2 STAS1 2 3-hexulose-6-phosphate synthase 2 0S=Stap 6462,5 Frac_7108 Frac_7108
RL17_STAS1 2 50S ribosomal protein L17 OS=Staphylococc 1225,88 Frac_7108 Frac_7108
RL20_STAS1 2 50S ribosomal protein L20 OS=Staphylococc 1715,27 Frac_7108 Frac_7108
RL21_STAS1 2 50S ribosomal protein L21 OS=Staphylococc 3600,43 0,60653066 0
RL23_STAS1 2 50S ribosomal protein L23 OS=Staphylococc 3358,77 Frac_15305 Frac_15305
RL24_STAS1 2 50S ribosomal protein L24 OS=Staphylococc 2271,61 Frac_7108 Frac_7108
RL25 STAS1 2 50S ribosomal protein L25 OS=Staphylococc 3175,42 1,69893226 1
RL27_STAS1 2 50S ribosomal protein L27 OS=Staphylococc 3553,65 Frac_7108 Frac_7108
RL29 STAS1 2 50S ribosomal protein L29 OS=Staphylococc 12005,11 2,886370824 1
RL31B_STAS1 2 50S ribosomal protein L31 type B OS=Stap 5368,22 Frac_7108 Frac_7108
RL32_STAS1 1 50S ribosomal protein L32 OS=Staphylococc 1049,31 2,559981412 1
RL35_STAS1 2 50S ribosomal protein L35 OS=Staphylococc 6138,39 2,386910865 1

RL5_STAS1 2 50S ribosomal protein L5 OS=Staphylococcus 1653,71 Frac_15305 Frac_15305

RL7_STAS1 2 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Staphyloco 16156,12 2,363160728 1



RL9_STAS1
CH60_STAS1
Q49XV6_STAS1
Q4AOL3_STAS1
Q49ZE7_STAS1
DHA_STAS1
AHPC_STAS1
ATPB_STAS1
Q49WH3_STAS1
CATA_STAS1
DNAK_STAS1
DLTC_STAS1
Q49WM1_STAS1
RPOA_STAS1
EFTS_STAS1
EFTU_STAS1
ENO_STAS1
FTN_STAS1
HEMH_STAS1
Q49772_STAS1
Q49XV2_STAS1
G6PI_STAS1
Q49W97_STAS1
Q49XA2_STAS1
Q4AOH6_STAS1
Q49VZ9_STAS1
CODY_STAS1
Q49YS4_STAS1
Q49W50_STAS1

N NN DNNDNDNNNDNDNMNNNDNMNNNDNPEREDNDNDNDDNDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDN

50S ribosomal protein L9 OS=Staphylococcus
60 kDa chaperonin OS=Staphylococcus sapro
6-phosphogluconate dehydrogenase, decar
ABC-type amino acid transport system pe
Adenylate kinase OS=Staphylococcus sapr
Alanine dehydrogenase OS=Staphylococcus sa
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C O
ATP synthase subunit beta OS=Staphylococc
Bifunctional autolysin OS=Staphylococcu
Catalase OS=Staphylococcus saprophyticus
Chaperone protein DnaK OS=Staphylococcus
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase su
Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Staphylo
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
Elongation factor Ts OS=Staphylococcus sa
Elongation factor Tu OS=Staphylococcus sa
Enolase OS=Staphylococcus saprophyticus su
Ferritin OS=Staphylococcus saprophyticus s
Ferrochelatase OS=Staphylococcus saprophy
Fructose-bisphosphate aldolase OS=Staph
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase OS=
Glucose-6-phosphate isomerase OS=Staphylo
Glutamate dehydrogenase OS=Staphylococc
Glutamine synthetase OS=Staphylococcus
Glutamyl endopeptidase OS=Staphylococcu
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas
GTP-sensing transcriptional pleiotropic r
Leucyl aminopeptidase OS=Staphylococcus
Lipoprotein OS=Staphylococcus saprophyt

5348,97
14369,77
3494,47
1916,99
1663,33
3729,86
19851,57
1135,98
20205,3
4213,23
6670,95
1581,36
5065,51
1510,37
8620,21
7278,5
9937,23
3310,48
4272,35
2241,23
5142,35
5957,48
1686,45
1497,09
5628,53
11757,89
970,86
2553,56
2727,01

Frac_7108
0,878095435
2,247907992

Frac_7108
3,004166096

Frac_15305
6,171858774
2,270499821
0,375311092
1,447734622
0,895834136
3,596639623
3,669296493
1,521961536
2,203396474
0,467666431
0,697676316
3,455613498
2,225540955
1,363425117

Frac_7108

2,857650982
Frac_15305
2,829216906
1,616074385
0,506616989
Frac_15305
Frac_7108
Frac_7108

Frac_7108

1
Frac_7108
1
Frac_15305
1

R PP OO R R R REROR O R

Frac_7108
1
Frac_15305
1
1
0
Frac_15305
Frac_7108
Frac_7108
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LTAS_STAS1
LDH_STAS1
Q49YT3_STAS1
SLE1_STAS1
NDK_STAS1
PGK_STAS1
RPOE_STAS1
END4_STAS1
PPAC_STAS1
QOX2_STAS1
Y1389 _STAS1
TPX_STAS1
SCED1_STAS1
SCED2_STAS1
SCED3_STAS1
GRPE_STAS1
Q49XN3_STAS1
Q49785_STAS1
Q49YH6_STAS1
Q49WV6_STAS1
Q49Y87_STAS1
Q49XP8_STAS1
Q49WI6_STAS1
Q49UH9_STAS1
Q49WC9_STAS1
Q49XX4_STAS1
PPI1_STAS1
Q49XC5_STAS1
Q49V17_STAS1

N NN DNNDNDNNNDNDNMNNNDNMNDNNDNDNNMNNREDNDNNDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDN

Lipoteichoic acid synthase OS=Staphylococ
L-lactate dehydrogenase OS=Staphylococcus
Methionine aminopeptidase OS=Staphyloco
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase slel O
Nucleoside diphosphate kinase OS=Staphyloc
Phosphoglycerate kinase OS=Staphylococcus

Probable DNA-directed RNA polymerase subu
Probable endonuclease 4 OS=Staphylococcus
Probable manganese-dependent inorganic py

Probable quinol oxidase subunit 2 OS=Stap
Probable tautomerase SSP1389 OS=Staphylo
Probable thiol peroxidase OS=Staphylococcu

Probable transglycosylase sceD 1 OS=Stap

Probable transglycosylase sceD 2 OS=Stap

Probable transglycosylase sceD 3 OS=Stap
Protein grpE OS=Staphylococcus saprophyti

PTS system glucose-specific IIA compone
Purine nucleoside phosphorylase DeoD-ty
Putative aminopeptidase OS=Staphylococc

Putative antibacterial protein OS=Staph

Putative cell-shape determining protein

Putative extracellular amidase OS=Staph

Putative flavohemoprotein OS=Staphyloco

Putative mannosyl-glycoprotein endo-bet

Putative oligopeptidase OS=Staphylococc

Putative peptidase OS=Staphylococcus sa

Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomer
Putative phosphate phosphonate-binding
Putative RNA binding protein OS=Staphyl

10513,36
11750,94
1207,83
1900,48
1342,18
2245,9
6199,2
3651,2
1866,43
1108,42
2268,51
3138,2

29300,48

19716,08

29300,48

1339,79
1776,3
1270,91
1664,74
5105,04
1165,57
1962,78
2322,45
4933,57
2565,61
2608,88
2311,29
1019,83
4390

Frac_15305
0,307278755
Frac_7108
Frac_15305
1,87761057
0,771051593
Frac_7108
Frac_7108
1,349858824
Frac_15305
Frac_7108
1,934792385
0,449328959
0,559898376
0,453844786
1,433329435
Frac_15305
3,35348478
Frac_7108
Frac_15305
Frac_7108
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
2,664456293
Frac_7108
Frac_7108
Frac_15305
2,585709628

Frac_15305
0
Frac_7108
Frac_15305
1
0
Frac_7108
Frac_7108
0,98
Frac_15305
Frac_7108

o o o |

1
Frac_15305
1
Frac_7108
Frac_15305
Frac_7108
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
1
Frac_7108
Frac_7108
Frac_15305
1
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Q497L8_STAS1
Q49ZX5_STAS1
Q49YH5_STAS1
Q49YLO_STAS1
Q49WH6_STAS1
Q4A0Y2_STAS1
Q49W44_STAS1
Q49VP3_STAS1
Q49VC9_STAS1
Q49X01_STAS1
Q49UH8_STAS1
Q49ZI5_STAS1
Q4A056_STAS1
Q49YQ1_STAS1
Q49773 _STAS1
Q49ZW4_STAS1
Q49V15_STAS1
Q49XC4_STAS1
Q49VV4_STAS1
Q49VF9_STAS1
Q49YD5_STAS1
Y1056_STAS1
Q49X11_STAS1
PDXS_STAS1
Q49WL9_STAS1
Q49XGO_STAS1
RRF_STAS1
Q49X03_STAS1
Q49VK7_STAS1

N NN DNNDNDNDNNDNDNMNNNDNMNNNDNDNNDNNDNDNNNREDNDNDNDNDDNDNDN

Putative secretory antigen OS=Staphyloc
Putative small heat shock protein OS=St
Putative thioredoxin OS=Staphylococcus
Putative transaldolase OS=Staphylococcu
Putative transcriptional regulator OS=S
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein 0S=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein 0S=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative uncharacterized protein OS=Sta
Putative universal stress protein OS=St
Putative universal stress protein SSP105
Putative zinc metalloprotease OS=Staphy
Pyridoxal biosynthesis lyase PdxS OS=Stap

Pyruvate dehydrogenase E1 component bet

Ribose ABC transporter OS=Staphylococcu

Ribosome-recycling factor OS=Staphylococcu

Ribulose-phosphate 3-epimerase OS=Staph
Secretory antigen SsaA-like protein OS=

3600,26
1918,15
1969,52
14954,31
2929,43
3038,96
1435,18
1330,02
55643,27
1065,71
1790,9
2519,04
1319,87
4042,88
78320,7
4125,14
7688,73
3531,9
14268,59
21150,03
1239,68
7569,51
1487,34
1430,01
1008,93
1652,9
7648,01
2251,76
2283,4

Frac_15305
Frac_7108
1,934792385
2,181472203
0,360594947
1,768267039
3,2219925
Frac_15305
0,543350861
Frac_15305
Frac_15305
2,915379653
Frac_15305
Frac_7108
0,869358235
Frac_15305
Frac_7108
Frac_15305
2,054433269
0,718923724
8,414867774
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
2,886370824
Frac_7108
Frac_15305

Frac_15305
Frac_7108

= I

1
Frac_15305
0
Frac_15305
Frac_15305
1
Frac_15305
Frac_7108
0
Frac_15305
Frac_7108
Frac_15305
1
0
1
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
Frac_15305
1
Frac_7108
Frac_15305
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ALBU_BOVIN

Q49UQ1_STAS1

Q49786_STAS1
SODM_STAS1
GREA_STAS1

Q49XD6_STAS1

TIG_STAS1
TPIS_STAS1
Y0419 _STAS1
Y1059 _STAS1
Y1625_STAS1
Y1806_STAS1
Y1964 _STAS1
Y954 _STAS1
Y2125 _STAS1
URE3_STAS1
UAFA_STAS1

N NN DN NNMNDNMNNNMNDNMNNNNNMDNNDNDNNDN

SERUM ALBUMIN PRECURSOR
Single-stranded DNA-binding protein OS=
Starvation-inducible DNA-binding protei
Superoxide dismutase [Mn/Fe] OS=Staphyloc
Transcription elongation factor GreA 0OS=S
Transketolase OS=Staphylococcus saproph
Trigger factor OS=Staphylococcus saprophyt
Triosephosphate isomerase OS=Staphylococc
Uncharacterized oxidoreductase SSP0419 O
Uncharacterized peptidase SSP1059 OS=Sta
Uncharacterized protein SSP1625 OS=Staph
Uncharacterized protein SSP1806 OS=Staph
Uncharacterized protein SSP1964 OS=Staph
UPF0342 protein SSP0954 OS=Staphylococcus
UPF0447 protein SSP2125 OS=Staphylococcu
Urease subunit gamma OS=Staphylococcus sa
Uro-adherence factor A OS=Staphylococcus

3739,4
1894,92
51176,84
7340,71
3929,46
7925,42
2645,35
9327,45
2382,17
1914,8
1755,15
1410,69
2414,64
9823,94
2949,68
3607,82
2360,49

0,663650253
Frac_7108
1,840431425
5,002811299
Frac_7108
0,670320042
1,803988368
1,11627807
Frac_7108
Frac_7108
2,611696417
Frac_15305
Frac_15305
4,526730751
2,435129616
2,363160728
3,560852494
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0
Frac_7108

Frac_7108
0
1
0,98
Frac_7108
Frac_7108
1
Frac_15305
Frac_15305
1

1
1
1




