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Resumo

Actualmente a proteémica é uma ferramenta muito utilizada na andlise das
diferencas na expressdo de genes em estirpes bacterianas. H4 muitos anos que
Staphylococcus aureus tem sido reconhecido como um importante agente patogénico
responsavel por doengas humanas. A dificuldade no tratamento e o surgimento constante
de multiplas resisténcias a antibidticos téem feito deste organismo um importante foco de
estudo.

Para investigar este patogeno foram determinados, através de técnicas de
electroforese bidimensional e técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa, trés proteomas diferentes de uma estirpe clinica de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA). Recorrendo a técnica 2-DE para obtencdo do proteoma
citoplasmatico, foram excisados um total de 105 spots, nos quais, por correlagdo com as
bases de dados de bioinformdtica, permitiram a identificacdo de 227 proteinas. No
proteoma da superficie celular exposta foram identificadas 236 proteinas, assim como no
proteoma extracelular foi possivel identificar 99 proteinas. Identificaram-se proteinas
relacionadas com fungdes-base da célula, mas também proteinas relacionadas com
viruléncia e patogenicidade, tais como a catalase e a proteina isdA, principal responsavel
pela infec¢do em S. aureus, e proteinas relacionadas com a resisténcia aos antibidticos
como as proteinas de membrana PBP. As duas classes com mais proteinas identificadas
foram a glic6lise, no proteoma intracelular, e a traducdo nos outros proteomas da
membrana celular exposta e extracelular, reflectindo assim um metabolismo activo.

Estes resultados revelam a importancia da proteémica no desenvolvimento do
conhecimento da expressdo proteica da estirpe de MRSA, microrganismo este com
diversos e importantes mecanismos de resisténcia e patogenicidade. Este mapa
protedmico global permite uma melhor compreensao deste agente patogénico, fornecendo

assim novos dados para bancos de dados de proteinas.

Palavras-chave: MRSA, Protedmica, Proteinas de superficie, Proteoma extracelular,

Espectrometria de massa.
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Abstract

Proteomics is presently a powerful tool to analyze the differences in gene
expression in bacterial strains. For many years Staphylococcus aureus has been
recognized as an important pathogen and responsible for human diseases. The difficulty
in treatment and constant new appearance of multiple antibiotic resistance has made this
organism an important focus of study.

To investigate this pathogen three different proteomes of a methicillin-
resistant clinical strains S. aureus (MRSA) were determined by techniques of two-
dimensional electrophoresis and liquid chromatography-mass spectrometry. Using 2-DE
for cellular proteome were excised 105 spots, in which, for correlation with
bioinformatics databases, we identified 227 proteins. Considering the exposed cell
surface proteome and the exoproteome, 236 and 99 proteins were identified respectively.
Proteins related to basic cell functions were found, but also proteins related to virulence
and pathogenicity, like catalase and isdA, main responsible for S. aureus infection, and
proteins related to antibiotic resistance membrane proteins PBP. The two classes with
more proteins identified were glycolysis in the intracellular proteome and translation in
the othe exposed cell membrane and exoproteome, this reflects an active metabolism.

These results highlight the importance of proteomics to development
knowledge of protein expression of MRSA, this microorganism with several important
mechanisms of resistance and pathogenicity. This global proteomics allows a better

understanding of this pathogen, also providing new data for proteins databases.

Keywords: MRSA, Proteomics, Surface proteins, Exoproteome, Mass spectrometry.

XVII






Indice Geral

1. Revisao Bibliografica ceressasesanesssesasessasesasessasssasessasssasessasssasessssssasssas 1
L1, StAPRYLOCOCCUS QUICULS .......oeeeeiieeiteee ettt ettt ettt et e s s 1
1.1.1. Genoma StaphyloCOCCUS QUTEULS .............cccueecuireerieiieiieieeeeeeeee ettt 1
1.1.2. Factores de viruléncia € tOXinas €M S. GUFEIUS ..........coeueeerueriieenieiiieeriteesiteenteesieeesteesieeesiee e 2
1.2. S. aureus resistente 2 meticilina (IMRSA) ....eevvieiiiiiiieee e 2
1.2.1. EPIA@MIOIOZIA . ..c..eiiiiiiieiieiiieiieeitett ettt ettt ettt st bt et e bt et eabesbae b ebeen 2
1.2.2. Mecanismos de resisténcia & MetiCiliNa........ccecuevuiruiririiiiiiiiiieesteeeeeectee e 5
1.2.30 8. @UTenss ST398 ...ttt ettt st sttt et et sb e b e es 7
1.2.3.1. Presenca de novos genes de resisténcia em MRSA ST398 ........ccociiiiniiniiiiniiniinee 7

1.3. Gendémica Funcional € ProteOmica ..........ccceeveceeririeneninienieneeieeeeeteneee et 7
1.4. Progresso recente em Protedmica Bacteriana ..........ccccceecveveiniiiiniinienicnicniiceeceeeee 10
1.4.1. Progresso nas técnicas de identificac@io e separacdo de proteinas............ceceeceereereeneenueenene 10
1.4.2. ProteOmica DACIETIANA . ......eevuvieriieeiieeiteeite et et eite bttt e st e e bt e s bt e st esabeeeabeesabeeeabeesabeesaneens 11
1.4.3. Protefnas CEIULATES ......ccccueiiuiiiiieiiieeieeite ettt ettt sttt sttt e et e sabeeeanee s 12
1.4.4. Protefnas da superficie CEIULAT .........c.coiiiiiiiiiiiiiicec e 13
1.4.4.1. Proteinas MEMDIANATES. ......ccccueertiirieinieenieenteerteeeite e st e siteesbeesabeesabeesateesabeesaneesabeesaseess 13
1.4.4.2. LIPOPTOTEINAS ....eenvteniientieitieiteettenttenttet et ete st sttt et eat e eatesbeesbee bt esbeesteeaeesaeesbeenbeenbeenseens 14
1.4.4.3. Proteinas ligadas covalentemente a parece celular.............coceviereencnninniininicenieenenens 15
1.4.4.4. Proteinas ligadas ndo-covalentemente a parece celular..........cocevveeveenenicniineeneenenniens 15
L.4.4.5. Cell SAAVING ..ooooeveeiieeieeeiieeieeeit ettt s e e st e s te e sbeesabeesnbeessbeesssaessseesnseessseesnseennseenn 16
1.4.5. Proteoma EXtracelular..........cccccoouiniiiiiiiiiiiiiiictceeeeee ettt 17
1.4.5.1. Ferramentas e estratégias para andlise do €XOPIroteOma .........coueerveerueeruerruereereeneenieenuens 19
1.4.5.2. Estudo da patogenicidade através de eXOProteOmMaS.........c.eeeerueerieerieeruenruereereeneenieenuenns 19
1.4.6. ESpectrometria de MASSA.......cc.eeueruerieerieenieeteereseesieesseeneeseeeasesseesteesseeseenesanesanesaeesseenneennens 20
1.4.7. Técnicas associadas a detecCao de ProteINas .......cccueevrveerieeriiieerie ettt 21
1.5. Aplicagdes biotecnoldgicas da proteémica ao nivel da ciéncia, industria e medicina ..... 21
2. Objectivos teetessstesssntessastessastssasesssatessastessastessasesssasesssanesssanes 2
3. Material e Métodos seesesnesnesessesnestesesesasstssansssessnssnessssrsesaesesssne 2O
3.1. Proteoma CItOPlaSMALICO ....c.eeruriruririieiieieenieeete ettt sttt see s e enees 25
3.1.1. Estirpe bacteriana e condi¢Oes de CIeSCIMENTO ......c...ccueeueeuirierieniierieieereeeesieere e e 25
3.1.2. Extrac¢@o € quantificac@o PrOtEICA .........couieuieiiriiniieieeieeie ettt e 25
3.1.3. Electroforese monodimensional € COIOTACAO .......eevieriuieriuieiiiieeiiesieeeieesieeeieesieeereesreesnreens 25
3.1.4. Electroforese bidimensional............cccceveieiiiiiniininieiiieieicieie et 26
3.1.5. IdentifiCaCa0 PIOEICA...c..cevueetirtiriieriteteeieete ettt ettt st sttt ettt et sb e b e e esaesaee e 27
3.2. Shaving das células de MRSA .........oooiiie et e 27
3.2.1. Condic¢des de crescimento da amostra de MRSA C2355........cccociiiiiiiiniinineeccceeeee 27




3.2.2. Recolha € SAaving CEIUIAT..........ccocueieiiiiiiieiie ettt ettt e st esbeesabeeensee s 28

3.3. Proteoma EXtracelUlar.........c.ccoiuiiiiiiiiiiiiiiieeie ettt ettt s 29
3.3.1. CondicOes de crescimento da QMOSIIA ........c..eeveeueeriierieenieeie ettt ae e 29
3.3.2. Recuperagio das protefnas extracelulares e quantificacfo..........ccoceeeveeviieiiiniienieneenceniennene. 29
3.3.3. Concentracdo das protefnas (SDS-PAGE).........cccccoiiiiiiiiiiiecceeeeeeeeee e 31

4. ReSUILAUOS ccoueeerreinnsrensuensnnsancsnncsunssessaesnsssesssessasssessasssssssssssessassssssassssssssssasssassasssassane 33

4.1. Proteoma CItOPIaASIMALICO .....eerveeruieriieiieeie ettt ettt st st st e b 33
4.1.1. Electroforese monodimensional............cccecieieieriiriiniiiiiieieieiee e 33
4.1.2. Electroforese bidimensional............c.ceevueiiiieriiiiiieniie ittt 34
4.1.3. IdentificagAo PIOLEICA. ....c..eevuieiieiiereeee ettt ettt ettt e en 34

4.2. Proteoma do envelope celular (Shaving Celular)..............ccccovcevcinciiniiniiiiiiineenieneene 35
4.2.1. IdentificaCA0 PIOTEICA. ... ccuvertieiieieiteeite sttt ettt ettt ettt et st st sbee bt et et eatesbaenbeenbeen 35

4.3. Proteoma EXtracelular..........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeecte ettt st st 36
4.3.1. IdentificagAo PIOLEICA. ....c..eevuieriieiiireeie ettt ettt et ae e e eaae s eneen 36

S. DISCUSSAO «eveeurerreesaecsansnnssnssaessesssecsasssasssssssessasssessassssssssssssssasssassasssasssssssessasssassassassase 39

5.1. Proteoma CitOPIaSMALICO .....cc.eereiiiiieiiieriieiie ettt ettt st 39

5.2. Proteoma do envelope celular (Shaving Celular) .........cccccooverviiiiiniienieniieicececeeee 43

5.3. Proteoma EXtracelular...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieciecte ettt 46

5.4. Integracao dOs trES PIrOLEOIMAS .....ccoueeveerteeriierieeteeieenteentteeateeateebee bt e sbeesatesatesabeenbeenbeenaes 48

6. Conclusao e perspectivas fUtUraS......ccccccercssnicssanecssanesssanesssasesssssessssssssassessasssssasass 31

7. Referéncias bibliografiCas.....ccccccieeerrcnsacssancssssssancsnsssanesssssascssssssassssssssassssssssasssanes 3

PUDLICACOHES .cuvvienrinninsnncssninsanissnnsssncsssisssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssase 07

ATICXO eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss OO

XX



Indice de Figuras

Figura 1. Mapa europeu e gréfico relativo aos valores de isolados anuais de MRSA em cada pais. Estes
dados sdo raltivos ao ano de 2011 e sdo fornecidos pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controlo de

10T 3 Vo T 112 1 N 4

Figura 2. Representacio esquematica da localizacdo do gene blaZ e da deslocag@o e actuacdo das enzinas

B-lactamases. (Adaptado de HIV web study) [31]....c.oriniinieiii e 6

Figura 3. Representacdo esquemadtica da localizacdo do gene mecA e da localizagdo da proteina PBP2a.

(Adaptado de HIV Web Study) [B 1] .. uenneniiiii e e e 6

Figura 4. Representacdo esquemadtica das diferentes classes de proteinas que sdo retidas na membrana ou

na parede celular de S. aureus. (Adaptado de Dreisbach, A., 2011) [70].....c.ccoiiiiiiiiiiiiiii, 14

Figura 5. Esquema ilustrativo do processo de Shaving celular. Uma solug@o com tripsina € adicionada a
cultura celular; a tripsina hidrolisa os péptidos expostos na superficie celular; os péptidos resultantes sdo

sujeitos a andlise por LC-MS/MS (Adaptado de Solis ef al., 2010) [78]....coueriiriiiiiiiiiiiiiiiiin 17

Figura 6. Ilustragdo dos conceitos de secretoma, exoproteoma e proteoma da superficie celular num modelo

bacteriano Gram-negativo (Adaptado de Armengaud J., 2012) [87].....ooviiriiiiiiiiiiiiiiiiiine 18

Figura 7. Representacdo esquematica do protocolo de utilizacéo da coluna de separagio Sep-Pak C18 Plus

Light Cartrid@e. . ... oueeini et e e e 29
Figura 8. Coluna ViVacell 100 Centifugal CONCeNIator. ... .. ..oueutiutitiitiiitiiiiiineeneeeneeenenaenn 30

Figura 9. Perfil monodimensional de MRSA ST398 com Coomassie R-250 coloracio (lado esquerdo) e
perfil monodimensional esquemédtico com pesos moleculares do gel SDS-PAGE. Imagem do gel 2-DE com
coloragdo Coomassie G-250, onde se marcaram os spots (lado direito). Legenda: Verde: Glicélise, Azul:
biossintese de proteinas, Roxo: processo de oxidacdo-reducio, Laranja: resposta ao stress, Gray: Hidrolise
de ATP acoplado ao transporte de protdes, Rosa: Metabolismo one-carbon, Amarelo: Outros processos

o] LT T U [N 0 Ot 33
Figura 10. Percentagem das proteinas identificadas e relacionadas com cada fung@o [107].................. 35

Figura 11. Grifico onde o nimero (azul) e as percentagens (Vermelho) de proteinas identificadas estdo
associadas as funcdes bioldgicas. A funcdo a qual mais proteinas foram associadas € a traduciao com 15%.
Na coluna “Outras func¢des” estdo englobadas 40 fungdes com 5 ou menos proteinas identficadas, com cada

fungdo individual a NA0 UIFAPASSAT 08 2%0......c.eeeuuiruieiiiieieriteee ettt et s 36

Figura 12. Gréfico onde o nimero (azul) e as percentagens (Laranga) de proteinas identificadas estdo
associadas as funcdes bioldgicas. A fun¢do a qual mais protefnas foram associadas € a tradu¢do com 16%.
Na coluna “Outras func¢des” estdo englobadas 36 fungdes com 2 ou menos proteinas identficadas, com cada

funcdo individual a NA0 UITAPASSAL 08 290......ceveeuiriieieniienienieeteeitete ettt sttt sttt ettt et sae e 37

Figura 13. Diagrama de Venn integrante de todas a proteinas identificadas...................c..coooiin.n. 49

XXI






Indice de Tabelas

Tabela 1. Proteinas ribossomais identificadas na superficie expostadacélula.....................c.ooenne. 46

Tabela 2. Proteinas identificadas no exoproteoma e respectivas localizagdes prevista pela Uniprot........ 47

XXIII






Lista de abreviaturas e unidades

ACN
APS
ATP

BHI
bp

CC
cm

Ccv

Da
DIGE
DNA
DTT

E. coli

ESI
ESI-MS/MS
EU

A

Acetonitrilo
Persulfato de aménio

Adenosina trifosfato

Brain heart infusion

Par de base

Complexo clonal
Centimetro

Core Variable

Dalton
Diferencial gel electrophoresis
Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Escherichia coli

Electrospray ionization

Electrospray ionization tandem mass spectrometry

Unido Europeia

XXV



HCI
HGT

IEF
IEF x SDS-PAGE

IPG

kv

LC

M

mA

MALDI
MALDI-TOF/MS

MALDI-TOF/TOF MS

mg

Grama

Velocidade g

Hora
Acido cloridrico

Transferéncia horizontal de genes

Focalizagdo isoeléctrica

Focalizagdo isoeléctrica x electroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sédio

Gradiente de pH imibilizado

Quilovolt

Cromatografia liquida

Molar
Miliampére

Matrix-assisted laser desorption ionization

Matrix assisted laser desorption ionization - time of

flight mass spectrometry
Matrix-assisted laser desorption/ionization time of
flight/time of flight mass spectrometry
Miligrama

Minuto

XXVI



MLST

MRSA
MS
MS/MS

NaCl
NL

°C
ORF

PBP
PBS
PCR

pH

ppm
PTM

RNA

Mililitro

Multilocus sequence typing

Millimolar

Milimetro

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Espectrometria de massa

Espectrometria de massa em tandem

Peso Molecular

Cloreto de sédio

Nao linear

Grau Celsius

Open reading frame

Proteina de ligag@o a penicilina

Tampao fosfato-salino

Reaccdo em cadeia por ac¢do da polimerase
Potencial de hidrogénio

Ponto isoeléctrico

Partes por milhdo

Modificacdo pds-tradugdo

Acido ribonucleico

XXVII



S Segundo
S. aureus Staphylococcus aureus
SDS Dodecil sulfato de sédio
SDS-PAGE Electroforese em gel de poliacrilamida na presenga de
dodecil sulfato de sédio
ST Sequéncia tipo
T
TCA Acido tricloroacético
TOF Tempo de voo
Tris Tris(hidroximetil)aminometano
U
US Estados Unidos
\Y
VF Factor de viruléncia
VRSA Staphylococcus aureus resisténte a vancomicina
v Volt
% Percentagem
1-DE Electroforese monodimensional
2-DE Electroforese bidimensional
ug Micrograma
ne Microlitro

XXVIII



1. Revisdo Bibliogrifica

1. Revisao Bibliografica

1.1. Staphylococcus aureus

1.1.1. Genoma Staphylococcus aureus

O genoma de Staphylococcus aureus foi sequenciado por Kuroda e
colaboradores em 2001 [1]. Actualmente existem, na base de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), 18 genomas totalmente sequenciados e mais
estirpes encontram-se parcialmente sequenciadas [2]. Com auxilio destes dados foram
propostas trés componentes principais para a estrutura do genoma. Em primeiro lugar,
um grupo de genes essenciais altamente conservados (> 97%). Disperso neste primeiro
grupo encontra-se um segundo grupo de mais de 700 genes denominados de genes core
variable (CV). Os genes CV estdo distribuidos variavelmente e o seu padrdo de
distribuicdo define as linhagens de S. aureus. Por ultimo, existem os elementos genéticos
moveis (mobile genetic elements, MGEs), grandes por¢des discretas de DNA que
codificam funcdes de mobiliza¢do, mostrando evidéncia de transferéncia frequente e,
menos frequente, recombinacdo [3, 4]. Apesar da ampla disposicdo dos genes e,
presumivelmente, da diversidade selectiva, S. aureus pode ser agrupado em linhagens,
cada uma definida por uma tnica combina¢do de centenas de genes CV. A maioria dos
genes CV com fun¢do conhecida codifica proteinas de superficie ou estruturais, que sao
conhecidas por interagirem com células do hospedeiro, bem como com os seus
reguladores [3].

A nomenclatura actual para classificar uma linhagem € baseada em multilocus
sequence typing (MLST) e complexos clonais (CCs) [5]. As linhagens antigas e mais
bem-sucedidas t€ém adquirido polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs) em sete genes
housekeeping sequenciados utilizados para definir a sequéncia tipo ou sequence typing
(STs) e, portanto, os intimamente relacionados sdao agrupados no respectivo CC. No
entanto, algumas linhagens tém ST estdveis e ttm mantido a sua nomenclatura [exemplo:
ST239 (CC8) e ST80 (CC8O)] [6].

Diferentes classes de MGEs foram identificadas em S. aureus,
designadamente bacteri6fagos; ilhas de patogenicidade; plasmideos, transposdes,
staphylococcal cassette chromosomes (SCC) e ilhas gendmicas [7]. Elementos genéticos
moveis importantes incluem o gene mecA responsavel pela resisténcia a meticilina em

varias SCCmec, o bacteri6fago com a toxina Panton-Valentine Leucocidina (PVL), e
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muitos determinantes de resisténcia em plasmideos e transposdes [4, 8]. A presenca de
MGEs em determinadas estirpes de S. aureus promove, claramente, o sucesso, o potencial

patogénico e a resisténcia da estirpe. [3].

1.1.2. Factores de viruléncia e toxinas em S. aureus

Os factores de viruléncia em S. aureus sdo responsdveis pela adesdo a
superficies, danos e/ou evasdo ao sistema imunitdrio e efeitos téxicos [9]. Todas as
estirpes de S. aureus podem causar infec¢des purulentas e, ainda, algumas delas produzir
exotoxinas que resultam em doencas especificas desta bactéria, como por exemplo, a
toxina de choque téxico 1 (TSST-1), um superantigénio, responsavel pelo sindrome do
choque téxico e as toxinas exfoliativas A e B que provocam a morte das células da
epiderme (sindrome da pele escaldada). Além disso, S. aureus produz vdrias
enterotoxinas quando cresce em produtos alimentares. Estas enterotoxinas pré-formadas
sd0 responsdveis por gastroenterites (intoxicacdo alimentar). Algumas estirpes de S.
aureus codificam a toxina PVL, que pode provocar necrose dos tecidos, destrui¢ao dos
leucdcitos e graves inflamacdes [9, 10]. Os genes PVL tém sido geralmente associados a
estirpes hospitalares de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) [10, 11].
A toxina PVL, por sua vez, tem sido associada a infec¢des da pele e dos tecidos moles e

pneumonia grave, [9, 11, 12].

1.2. S. aureus resistente a meticilina (MRSA)

1.2.1. Epidemiologia

S. aureus resistente a meticilina foi classificado pela primeira vez em 1961,
logo ap6s a introdu¢do da meticilina em medicina humana para o tratamento de
Staphylococcus spp. resistentes a penicilina. Desde entdo, este grupo de microrganismos
tornou-se uma séria preocupacgdo clinica [13]. Esta bactéria foi descrita pela primeira vez
como um organismo patogénico nosocomial em hospitais. Desde os anos 90 do século
passado, MRSA tornou-se também uma preocupacdo em pessoas sem hospitalizagdes
prévias ou sem historial recente de procedimentos invasivos. As estirpes responsaveis por
estas infeccdoes sdo chamadas de MRSA associada a comunidades (Community-

Associated MRSA, CA-MRSA) [14]. As estirpes CA-MRSA surgiram inicialmente em
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populacdes de alto risco (toxicodependentes, idosos em lares e doentes crénicos), mas,
actualmente, também sdo relatadas em casos de criancas saudaveis [15, 16].

MRSA pode ser transmitido entre pessoas € animais por contacto proximo
[15]. A linhagem de MRSA CC398 associada ao porco é, actualmente, uma preocupagao
particular. Entre 2003 e 2005, a linhagem CC398 propagou-se rapidamente entre os
suinos em algumas regides, chegando a ser considerada uma zoonose na Holanda, onde
a insuficiéncia de informacao desta linhagem constituia a principal dificuldade [17, 18].
Desde entdo, a estirpe MRSA CC398 foi detectada em varios paises da Europa e na
América do Norte [19].

Estudos recentes relatam a possibilidade de estirpes de MRSA terem a
capacidade de se transmitir de animais para humanos, especialmente aqueles que se
encontram em estado imunodeprimido, doentes cronicos, ou susceptiveis por variadas
razoes [20].

Na era pré-antibidtica, as bacteriemias por S. aureus eram, geralmente, fatais.
Num estudo do inicio dos anos 40, a mortalidade entre os 122 pacientes estudados
apresentou um valor de 82%, sendo 98% da mortalidade em individuos na faixa etéria
superior a 50 anos [21]. Actualmente estima-se que 25-35% dos individuos saudaveis
possuam S. aureus sobre a pele ou membranas mucosas [22]. Isto significa que, a nivel
mundial, cerca de dois mil milhdes de pessoas sdao portadores de S. aureus, contudo, as
estimativas conservadoras baseadas em dados holandeses e americanos preveem que
apenas entre 2 e 53 milhdes de pessoas estejam colonizadas com MRSA [23].

Na Europa as taxas de isolados de MRSA também se verificam elevadas.
Segundo dados do Centro Europeu de Prevenc¢ado e Controlo de Doencas, Portugal ocupa
a primeira posicado no numero de isolados anuais com 1307 isolados no ano de 2011
(Figura 1).

As taxas de MRSA tém vindo a aumentar rapidamente nas ultimas décadas
sendo, por isso, endémico em ambientes hospitalares por todo o mundo. Clones de CA-
MRSA como ST8 (USA300), ST30, ST59 e ST80 propagaram-se rapidamente
ultrapassando facilmente as barreiras impostas pelos sistemas de saidde. Até a data,
MRSA associado a pecudria (Livestock associated MRSA, LA-MRSA) s6 € prevalente
em certos grupos de trabalhadores de alto risco que estdo em contacto directo com animais
vivos. O registo recente de casos/propagacdao de CA-MRSA tornou-se um desafio para os

paises que até agora mantiveram taxas baixas de infec¢cdes por MRSA. Tal mudanga no
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sistema epidemiolégico de MRSA tornou-se uma grande ameaca para a satide puiblica

mundial [24]
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Figura 1. Mapa

europeu e gréafico relativo aos valores de isolados anuais de MRSA em cada pais. Estes

dados sdo relativos ao ano de 2011 e sdo fornecidos pelo Centro Europeu de Prevengdo e Controlo de

Doengas [25].
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As estirpes de S. aureus resistentes a penicilina permaneceram susceptiveis a
penicilinas B-lactamase-estdvel, até meados dos anos 80, onde estirpes de S. aureus
emergiram resistentes a penicilinas P-lactamase-estdveis. Estas estirpes foram entdo
denominadas de “S. aureus resistente a meticilina” (MRSA), devido a meticilina ter sido
inicialmente utilizada para detectar a sua resisténcia a penicilina B-lactamase-estavel
(oxacilina, meticilina, nafcilina). Mesmo ja ndo sendo a meticilina um antibiético usado
para o tratamento, a sigla MRSA continua a ser usada. Mais tarde, o uso de oxacilina
como alternativa a meticilina nos testes de susceptibilidade resultou no aparecimento de

“S. aureus resistente a oxacilina“ o termo (ORSA). Estas designacdes sao usadas

alternadamente na literatura e sdo sinénimos.

1.2.2. Mecanismos de resisténcia a meticilina

Em S. aureus, dois mecanismos sdo responsaveis pela resisténcia a meticilina:
a producgdo da enzima B-lactamase codificada no plasmideo pelo gene blaZ (Figura 2) e
a produ¢do de uma proteina de ligacdo a penicilina alterada (PBP2a), codificada no
cromossoma pelo gene mecA (Figura 3). A proteina [B-lactamase produzida por
Staphylococcus aureus cliva a estrutura em anel do antibidtico B-lactamico, este
mecanismo € responsavel pela resisténcia a penicilina convencional mas ndo a penicilinas
semi-sintéticas, tais como meticilina, oxacilina ou cloxacilina (Figura 2) [26].

Em MRSA, o gene mecA, adquirido horizontalmente, codifica uma proteina
de ligacdo a penicilina, a PBP2a (Figura 3), a qual promove uma caracteristica de
insensibilidade a meticilina e todos os antibidticos B-lactimicos que tém sido
desenvolvidos, incluindo as penicilinas isoxazole (por exemplo, oxacilina), e ainda os 3-
lactamicos de amplo espectro (terceira geracdo: cefalosporinas, cefamicinas e
carbapenemos) que foram introduzidos primeiramente no tratamento de infecc¢des
causadas por bactérias Gram-negativas [27].

O glicopéptido vancomicina foi o dltimo medicamento disponivel para o
tratamento de MRSA até, recentemente, terem sido relatadas estirpes de baixo nivel de
resisténcia e, muito recentemente, a transferéncia de alto nivel de resisténcia a
vancomicina de Enterococcus spp. para S. aureus [28]. Mesmo com a introducdo de
novos farmacos, incluindo linezolida e Synercid, no tratamento de infec¢des por MRSA,

existe uma preocupante falta de novos medicamentos para responder as necessidades

clinicas [29, 30].
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Figura 2. Representacdo esquematica da localizacdo do gene blaZ e da deslocagdo e actuacdo das enzinas

B-lactamases. (Adaptado de HIV web study) [31].
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Figura 3. Representacdo esquematica da localizacdo do gene mecA e da localizagdo da proteina PBP2a.

(Adaptado de HIV web study) [31].
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1.2.3. S. aureus ST398

A estirpe de MRSA ST398 foi originalmente relatada em suinocultores
franceses, num estudo sobre a prevaléncia de S. aureus em agricultores [32]. Os
agricultores apresentaram uma elevada taxa de prevaléncia de S. aureus (44,6%). A
grande maioria dos isolados era sensivel a meticilina (MSSA). Nesse mesmo estudo
foram ainda identificados 19 tipos diferentes de estirpes, incluindo MRSA ST398. As
estirpes encontradas nos agricultores, incluindo a ST398 e a ST9 (outra estirpe sensivel),
eram tidas como normais nos suinos [32, 33].

A estirpe ST398 foi reconhecida pela primeira vez em 2005 como um
problema por Voss e colaboradores [34]. No ano seguinte um estudo demonstrou a
transmissdo de MRSA ST398 entre porcos e seres humanos [35]. Desde entdo, a estirpe

MRSA ST398 tem sido documentada em diferentes paises, e tornou-se uma pandemia [36].

1.2.3.1. Presenca de novos genes de resisténcia em MRSA ST398

Para além dos genes de resisténcia mecA e blaZ presentes, geralmente, entre
outras estirpes de MRSA, varios estudos tém descoberto a presenga de novos genes de
resisténcia na estirpe ST398. Kadlec e Schwarz [37] encontraram o gene dfrK para a
resisténcia a trimetoprim. Este gene foi localizado proximo do gene fefl., que permitiria
a selecgao destes genes, quer através da utilizacdo de tetraciclina, trimetoprim ou ambos,
os quais sao utilizados em medicina veterindria. A mesma equipa também encontrou um
novo gene do transportador ABC, vga(C).

O gene cfr confere resisténcia a varios antibidticos, incluindo oxazolidinona
e pleuromutilinas, phenicols, lincosamidas e estreptogramina A [38]. Este gene de
resisténcia a multiplas drogas foi encontrado em dois isolados de suinos na Alemanha,

um MRSA ST398 e um MSSA ST9 [37].

1.3. Genomica Funcional e Proteomica

A gendmica funcional emergiu recentemente como uma nova area de
investigacdo, em que surgem reunidas as tecnologias mais inovadoras de andlise
genOmica suportadas pela bioinformética, tendo como objectivo a descoberta da fungao
de genes especificos e compreender de que forma é que determinados conjuntos de genes

e seus produtos se relacionam a nivel celular. Directamente relacionadas com a genémica
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funcional estdo a protedémica, envolvida na identificagdo e caracteriza¢do de proteinas e
também a transcriptomica designadamente através de microarrays [39].

Através da correlacdo entre a gendmica funcional e a protedmica € possivel
estudar, avaliar e relacionar os varios mecanismos e as vdrias etapas que constituem o
dogma central da biologia molecular, como a expressdo génica e a sua correspondéncia
ao nivel da expressdo proteica, os mecanismos que levam a expressao/inibicdo de uma
proteina e os proprios niveis de expressdo que podem ser indicadores de situagdes de
stress.

O principal foco de estudo da protedmica consiste na identificacdo de
proteinas envolvidas em processos celulares especificos (protedémica de mapas celulares)
e de proteinas que exibam perfis de expressdo alterados devido a modificacdes nas
condicdes fisiolégicas do meio (proteémica de expressao) [40].

A electroforese 2D-PAGE apresenta-se, actualmente, como o método mais
apropriado para a separacdo de proteinas, enquanto o desenvolvimento de tecnologias de
identificacdo e mapeamento proteico, como a espectrometria de massa, permitem a
identificacdo e caracterizacdo das proteinas [40].

A electroforese bidimensional de alta resolu¢do (High resolution 2D-PAGE)
utilizada para a separacdo de misturas proteicas complexas foi introduzida por O’Farrell
em 1975 ao combinar a focalizagdo isoeléctrica (IEF) como primeira dimensdo na
presenca de ureia, detergentes idnicos e DTT, com a electroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE) como segunda
dimensao [41]. Esta técnica separa as proteinas de acordo com o seu ponto isoeléctrico
(pD) e a sua massa molecular (MW) sendo quantificadas consoante a sua abundancia
relativa. A focalizacdo isoeléctrica permite separar proteinas por apenas uma carga
unitdria de pI [42].

A tecnologia IPG (Immobiline pH Gradient), introduzida em 1975 por
Gasparic, Bjellgvist e Rosengren contribuiu para o sucesso da electroforese
bidimensional, pois veio substituir a utilizagao de anfélitos na formacdo de um gradiente
de pH aplicado nos trabalhos em electroforese 2-D de O’Farrell [43]. A utilizacdo de
anfdlitos estava destinada a focalizacao isoeléctrica, um método electroforético com a
capacidade de separar as proteinas pelo ponto isoeléctrico (pI). Uma vez que as proteinas
sdo moléculas anfotéricas, podem apresentar diferentes cargas dependendo da sua
composi¢ao em aminodcidos e do pH no ambiente em seu redor. O ponto isoeléctrico

corresponde ao pH especifico no qual a carga da proteina é zero, estando as proteinas
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carregadas positivamente em valores de pH abaixo do pl e carregadas negativamente em
valores de pH acima do pI [44].

Na focalizagdo isoeléctrica a presenca de um gradiente de pH é fundamental
pois permite que as proteinas se movam, sob um campo eléctrico, para a posicdo do
gradiente onde a sua carga é zero (ponto isoeléctrico). No trabalho realizado por O’Farrell
(1975) os anfdlitos utilizados ndo eram suficientemente capazes de garantir um gradiente
de pH estdvel ao longo de periodos prolongados de focaliza¢do, estando também
associados a fendmenos de drift catédico (quando o gradiente de pH se move para o
catodo) e de plateau (achatamento na zona central), garantindo baixos niveis de
reprodutibilidade.

Os problemas gerados pela utilizacdo de anfélitos foram solucionados com a
introducdo de gradientes imobilizados de pH (IPG), baseados no principio de que o
gradiente era gerado por um conjunto limitado de solucdes quimicas especificas
(Immobiline) que eram assim co-polimerizados com a matriz de poliacrilamida
permitindo eliminar o drift catédico, aumentar a reprodutibilidade e facilitar a
comparacao de resultados entre géis 2D. O IPG permite gerar gradientes de pH entre 2,5
e 12 com amplitudes variadas permitindo também o uso de volumes maiores de amostra,
tornando assim a electroforese 2-D com o uso de IPG o método preferéncial para a
separacdo proteica e a identificagdo de spots [45]. Através da electroforese 2-D € possivel
obterem-se informacdes sobre as modificagdes e/ou alteracdes nos niveis de expressao
proteica e o isolamento de proteinas para posterior andlise estrutural através de
espectrometria de massa (MS) correlacionando os dados obtidos, com os ja existentes em
bases de dados bioinformaticas [44].

A electroforese 2-D € um método amplamente aceite a nivel cientifico e de
custos acessiveis, com capacidade de separar até milhares de proteinas num mesmo gel.
O método de 2-DE € aquele que apresenta melhor resolu¢do na separacdo de proteinas,
com os géis 2-D a funcionarem como a primeira fase de anélise, sendo que neste processo
de separacao das proteinas é altamente sensivel a modificagdes. A electroforese 2-D torna
possivel avaliar tanto a integridade como o estado de modificacdo em espécies
individuais.

Através deste método € também possivel quantificar, de forma absoluta ou
relativa, espécies proteicas intactas usando diferentes abordagens, recorrendo para isso
aos géis 2D que permitem uma avaliag¢do qualitativa imediata da qualidade e do resultado

global da experiéncia [46]. No entanto, electroforese 2-D apresenta limitacdes

9
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relacionadas com problemas de resolu¢do e de reprodutibilidade na separacdo de
proteinas muito dcidas e muito bésicas, na detec¢do de proteinas de baixa abundancia e
de proteinas integrais membranares, tendo igualmente complica¢des em detectar todas as
proteinas que apresentem niveis de expressao e diferencas de solubilidade muito dispares,

numa mesma amostra bioldgica [45].

1.4. Progresso recente em Proteémica Bacteriana

1.4.1. Progresso nas técnicas de identificacio e separacio de proteinas

O campo de andlise protedmica evoluiu rapidamente durante a ultima década.
A electroforese bidimensional (2-DE), seguida da andlise de imagem permitiu a
comparacdo de milhares de proteinas presentes em células bacterianas, podendo ser
detectadas proteinas com apenas uma copia por célula [47]. A excisdo local de spots e
subsequente identificacdo dos péptidos por espectrometria de massa permite, na maioria
dos casos, identificar positivamente as proteinas de interesse e, consequentemente,
realizar estudos de expressdo proteica entre bactérias que crescem em condigdes
diferentes, entre diferentes estirpes e entre bactérias tratadas ou estimuladas com produtos
quimicos, incluindo antibidticos [48, 49].

Paralelamente as técnicas de identificacdo proteicas, as técnicas e tecnologias
de separacdo como 2-DE evoluiram também. Por exemplo, através da técnica
electroforese bidimensional diferencial (DIGE), proteinas de amostras diferentes sdo
marcadas e identificadas no mesmo gel. A intensidade da marcacdo reflecte a sua
abundancia proteica relativa [50]. Assim, evita-se a comparacdo de imagem cross-gel, o
que simplifica a andlise dos dados. Isto permitiu incluir mais amostras num mesmo
estudo, aumentando assim o poder estatistico das andlises. Acompanhando a evoluc¢do da
proteémica com base em gel, registou-se um grande progresso na interface de
espectrometria de massa como a cromatografia liquida (LC-MS/MS), e a velocidade de
aquisicdo de resultados permitiu uma nova abordagem designada de ‘“‘protedmica
shotgun” [51]. Estas técnicas foram rapidamente combinadas com estratégias utilizando
is6topos estdveis para quantificagcdo relativa. Na verdade, a espectrometria de massa nao
€ uma técnica directa de quantificacdo, e a adi¢do de um padrdo interno € necessaria para
a quantificacdo. A espectrometria de massa e a bioinformdtica sdo tecnologias,

especialmente direccionadas para a protedmica [52].
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Instrumentos hibridos que combinam ion-trap com anélise Fourier-transform
sdo capazes de fornecer maior precisdo e resolucdo na medida de massa. Estes
instrumentos, agora comercialmente disponiveis e muito populares, permitem uma
elevada qualidade de dados de espectrometria de massa em laboratérios nao
especializados em espectrometria de massa. Assim, varios obstaculos foram superados e
ensaios avancados foram realizados em espectrometria de massa em laboratdrios de
protedmica. Por exemplo, mais de dois tercos do proteoma de levedura foram
quantificados com sucesso num estudo comparando organismos hapléides e dipldides
[53]. Uma combinac¢do de diferentes técnicas de fraccionamento de péptidos, isto €, a
focalizacao isoeléctrica em fase liquida, bem como fraccionamento peptidico em fase

gasosa (no interior do espectrometro de massa) foram utilizados neste estudo [54].

1.4.2. Proteomica bacteriana

Na investigagdo bacteriana, a proteémica apresenta-se actualmente como uma
area crucial. A variedade de técnicas € grande, e pelo menos uma técnica estd adaptada
para cada amostra ou tipo de andlise. No entanto, até a data, estes métodos foram
aplicados, principalmente em organismos modelo. Em casos reais, tais como infeccdes
por S. aureus, sao ainda limitados [52].

As metodologias e tecnologias em protedmica bacteriana estdo a evoluir do
estudo qualitativo de proteinas para o nivel quantitativo. Historicamente, estas técnicas
foram primeiro aplicadas em fluidos bioldgicos para a identificacdo de potenciais
biomarcadores e estudos de organismos modelo tais como Escherichia coli e B. subtilis.
Uma vez desenvolvidas, estas metodologias passaram a ser utilizadas em vérios estudos
sobre outras bactérias, incluindo S. aureus. No entanto, a investigacdo fundamental para
compreender o mecanismo de infeccdo bacteriana, a patogénese e adaptagdo ainda nao
foi desenvolvida. Isto deve-se ao facto de as técnicas que permitem efectuar tais estudos
estarem a ser desenvolvidas em paralelo, tornando os estudos em protedmica mais
morosos que em outras dreas das ciéncias bioldgicas. De facto, estes estudos necessitam
de quantificar precisamente o teor de proteina em diferentes estirpes e em multiplas
condic¢des, tornando assim o estudo protedémico de estirpes bacterianas de extrema

importancia [52].
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1.4.3. Proteinas Celulares

A resisténcia a meticilina em estirpes de S. aureus é produto do gene mecA,
proteinas de ligac@o a penicilina, assim como de vérios outros genes (gene fem e genes
auxiliares), que ndo se encontram em elementos genéticos moveis e 0s quais se encontram
conservados entre as estirpes resistentes e sensiveis a meticilina. Nesses genes auxiliares
incluem-se o gene glmM (codifica a proteina fosfoglucosamina mutase que estd envolvida
na sintese do percursor de peptidoglicano) [55], o gene femABCD [56], o gene fmtAB e o
gene [lm [57]. As fungbes das proteinas codificadas por estes genes sdo, na sua maioria
desconhecidas, no entanto, perturbagdes nestas proteinas podem afectar a composi¢ao da
parede celular e consequente a estabilidade celular, levando a uma redugao, na resisténcia
a antibidticos [58].

Ao nivel celular, os antibidticos B-lactimicos, foram desenhados para actuar
removendo 4cidos lipoteicdicos (LTAs) das paredes celulares [59]. Estes dcidos podem,
por sua vez, regular a producdo das hidrolases de peptidoglicano (enzimas que quebram
a parede celular antes da divisdo celular), assim, a sua remocao por B-lactdmicos pode
induzir a auto-lise celular irregular. Os reguladores de viruléncia agr e sar também
regulam estas hidrolases [60]. No entanto, a sobre-expressdo do reguldo de choque
térmico pode inibir a auto-lise celular e aumentar a resisténcia aos antibioticos [61].

O factor alternativo o® regula a produ¢io da generalidade das proteinas de
resposta ao stress em Bacillus subtilis e outras bactérias Gram-positivas, incluindo S.
aureus. As proteinas de resposta ao stress permitem, na sua maioria que a bactéria
sobreviva em condi¢des ambientais extremas, como choque térmico e danos oxidativos
induzidos por H20O; [62]. Foram descritas algumas proteinas em S. aureus como sendo
dependentes de o®: a proteina de choque alcalino 23 (asp23), a coagulase e algumas
protefnas hipotéticas [63]. O factor 6® foi também sugerido por Kullik e colaboradores
como sendo um regulador de factores de viruléncia em Staphylococcus spp. [64].

Ziebandt mostrou, em 2001, que o factor 6® regula negativamente alguns
factores de patogenicidade extracelulares, incluindo a staphopain, proteases serinas, -
haemolisina e leucotoxina D [65]. Estirpes mutantes para o factor 6® sdo drasticamente
mais susceptiveis a meticilina que as estirpes selvagens, sugerindo que os genes de
resposta ao stress regulados por este factor, assim como as proteinas codificados pelos

genes, estdo envolvidos na resisténcia a antibidticos [55].
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O gene sarA em associacdo com o gene agr, ou individualmente, também
regula alguns factores de viruléncia [66]. Esta regulacdo consiste, em parte, na repressao
das proteinas da superficie celular, como as proteinas de ligacdo a fibronectina e a PBPa;
também regula através do controlo positivo de factores extracelulares como a -
hemolisina, lipase e autolisina. A relacdo entre 6®, sarA, patogenicidade e a resisténcia a

antibidticos ainda ndo se encontra totalmente compreendida [65].

1.4.4. Proteinas da superficie celular

As proteinas de superficie em S. aureus sdo muito importantes para a
colonizagdo e subversdao do hospedeiro [67]. As fun¢des especificas destas proteinas sao
altamente diversas, incluindo a evasdo das defesas biol6gicas do hospedeiro, adesdo aos
tecidos e competicdo com outras bactérias [68].

Em geral, as proteinas expostas da superficie de bactérias patogénicas sao
excelentes alvos para o desenho de ferramentas de diagndstico, vacinas e anticorpos
terapéuticos, tendo sido desenvolvidas estratégias de imunizagdo, tanto passivas como
activas, para combater infeccoes [69].

Até a data, pelo menos quatro classes diferentes de proteinas do envelope
celular em S. aureus foram distinguidas: proteinas de membrana, lipoproteinas, proteinas
ligadas covalentemente a parede celular e proteinas nao-covalentemente ligadas a parede

celular (Figura 4) [70].

1.4.4.1. Proteinas membranares

Actualmente existe uma classifica¢do geral das proteinas da membrana para
as estirpes de S. aureus N315 e do COL (http://www.membranetransport.org/). Além
disso, em 2008, Wolff e colaboradores apresentaram um estudo abrangente sobre o
proteoma membranar de S. aureus [71]. Contudo, o conhecimento referente as proteinas
da superficie exposta da membrana de S. aureus ainda € muito limitado e o
desenvolvimento de metodologias para estudar o proteoma da superficie membranar

exposta € extremamente dificil, pois facilmente este proteoma € contaminado por

proteinas extra- e intracelulares [70].
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1.4.4.2. Lipoproteinas

Sibbald e colaboradores [72] revelaram que o nimero de lipoproteinas em S.
aureus varia entre 45 a 66, através de previsdes e andlises comparativas de sequenciacao
de estirpes de S. aureus [72]. Muitas das lipoproteinas sdo proteinas de ligagcdo envolvidas
no transporte de nutrientes através da membrana ou envolvidas no processamento de
outras proteinas [70].

Ap6s a infecgdo do hospedeiro, as lipoproteinas desempenham um papel na
aquisicdo de ferro, melhoria da invasdo e fagocitose, da sobrevivéncia intracelular e da
persisténcia de infec¢des. No entanto, a maioria das lipoproteinas em S. aureus tem
funcdo ainda desconhecida [73]. A libertacdo de lipoproteinas para o meio de
crescimento, devido a clivagem proteolitica secunddria apds o processamento inicial pela

peptidase tem sido estudada para algumas lipoproteinas em S. aureus [72].

Proteinas Proteinas Proteinas
Secretadas nao-covalentemente Li tei covalentemente Proteinas
ligadas 'poprotenas ligadas Membranares

Parede
Celular

Membran
a Celular

Figura 4. Representacdo esquemadtica das diferentes classes de proteinas que s@o retidas na membrana ou

na parede celular de S. aureus. (Adaptado de Dreisbach, A., 2011) [70].

O conhecimento actual sobre o complexo de formagao proteico das proteinas
de secrecdo e da parede celular é reduzido, no entanto, é provavel que a localizacdo das
lipoproteinas na parece celular esteja relacionada a interaccdes com outras proteinas

exportadas [74].
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1.4.4.3. Proteinas ligadas covalentemente a parece celular

S. aureus expressa uma variedade de adesinas de superficie, as quais
permitem que a bactéria adira a matriz extracelular e componentes do plasma. Estes
incluem proteinas de superficie ligadas covalentemente que reconhecem moléculas
adesivas da matriz (MSCRAMMs), tais como a CIfA, CIfB, FnBPA e FnBPB. Estas
proteinas de superficie estdo ligadas covalentemente a parede celular, mais
especificamente, ao peptidoglicano através de um sinal de ordenacdo C-terminal. Este
processo € catalisado por transpeptidases especificas, também conhecidas como sortases
(LRF) [70].

As proteinas ancoradas na parede celular através da sortase contém um sinal
N-terminal Sec e um sinal C-terminal composto por um motivo LPXTG [75]. Apéds a
translocac@o proteica, estas proteinas sdo mantidas na membrana por um dominio C-
terminal hidrofébico, clivado pela sortase e ligado a um lipido precursor II. Este € depois
integrado por uma ligacdo covalente no siculo de mureina. A sub-classe de proteinas
LPXTG ¢ a serina-aspartato repeat containin, proteinas que estao envolvidas na ligacao
a matriz extracelular, fibronectina e fibrinogénio. A sortase, em si, pode ser um excelente

alvo para a nova terapia contra infec¢des por S. aureus [76].

1.4.4.4. Proteinas ligadas ndo-covalentemente a parece celular

Existem grupos diferentes de proteinas ligadas ndo-covalentemente a parede
celular: proteinas com dominios especificos de ligacdo a parede celular, secretable
expanded repertoire adhesive molecules (SERAMs) e proteinas de ligacdo a parede
citoplasmatica [70].

S. aureus carece da camada S, geralmente, encontrada no peptidoglicano das
bactérias Gram-positivas, estando apenas presente 0 dominio lisina (LysM) e as proteinas
do médulo GW. Os dominios LysM consistem em repeticoes em fandem (até seis) e sao
encontrados em varias lisinas bacterianas que podem estar directamente envolvidos na
viruléncia. O motivo GW contém repeticdes dipeptidicas Gly-Trp, sendo o nimero de

repeticoes responsdvel pelo aumento da forca de ancoragem [77].
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1.4.4.5. Cell Shaving

A andlise da superficie hidrofébica exposta da membrana e das proteinas
integradas na membrana (IMP) continua a ser um dos grandes desafios para as tecnologias
de proteémica. As IMP importantes na patogenicidade da bactéria constituem canais para
a aquisicao de nutrientes e remocao de compostos antimicrobianos e actuam como
aparelho de secrecdo de factores de viruléncia, uma vez que medeiam interac¢des com
células do hospedeiro e com a resposta imunitdria [78].

Virios métodos para a andlise de proteinas de membrana tém sido propostos
[79]: precipitagdo, ultracentrifugacdo em gradiente de densidade e extraccdo com
detergente forte [80]; extrac¢cao liquido-liquido e biotinilacdo [81] e captura através da
afinidade com estreptavidina [82]. Estas técnicas, quando combinadas com uma anélise
proteémica envolvendo 2-DE ou técnicas onde ndo seja usado um gel, como 2 D LC
acoplado a MS/MS (2-DLC-MS/MS), permitiram o sucesso na identificacao de proteinas
associadas a membrana. No entanto, a identificacao das IMP e informacdes especificas
sobre as superficies expostas e epitopos permanecem muito reduzidas [78].

O conceito de surfacome, definido como a recolha de proteinas da superficie
exposta (e os seus epitopos extracelulares), tem sido desenvolvido [83]. Tjalsma e
colaboradores apresentaram, em 2008, pela primeira vez o conceito de cell shaving em
bactérias [84], usando uma protease para digerir as proteinas da membrana exposta nas
células intactas em soluc¢do isoténica com o objectivo de libertar péptidos expostos para
andlise por LC-MS/MS (Figura 5).

O trabalho original que descreve esta abordagem foi realizado em
Streptococcus pyogenes [85] e resultou na identificacdo de 68 proteinas de superficie,
uma das quais foi validada em ratinho, como um potencial candidato para a vacina. Desde
entdo, outros estudos tém utilizado a mesma técnica em S. pyogenes e Bacillus subtilis,
incrementando cada vez mais o rendimento das identificacdes proteicas [78, 84, 86].

Os estudos e proteomas resultantes do Cell Shaving sdo constantemente
contaminados por proteinas citosdlicas, € a maioria dos estudos com sucesso relativo
foram alcangcados em bactérias Gram-positivas onde as paredes celulares espessas de

peptidoglicano sdo mais resistentes a lise espontanea em solugdo [78].
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Péptidos
sujeitos a
analise
MS/MS

Células de S. aureus Tripsina remove os
Intactas péptidos expostos na
superficie celular

Figura 5. Esquema ilustrativo do processo de Shaving celular. Uma solug¢@o com tripsina é adicionada a
cultura celular; a tripsina hidrolisa os péptidos expostos na superficie celular; os péptidos resultantes sdo

sujeitos a andlise por LC-MS/MS (Adaptado de Solis et al., 2010) [78].

1.4.5. Proteoma Extracelular

O termo “Exoproteoma” descreve as proteinas que podem ser encontradas no
meio extracelular proximo de um dado sistema bioldgico. Estas proteinas resultam de
secrecdo celular, de sistemas de exportacdo proteica ou mecanismos de lise celular. As
proteinas presentes no meio reflectem o estado fisioldgico das células numa determinada
condi¢do e sdo indicadores de como os sistemas vivos interagem com o ambiente.
Abordagens protedmicas com base em estratégias shotgun de rendimento elevado e a alta
resolucdo em espectrometria de massa tém modificado a visao da comunidade cientifica
relativamente aos exoproteomas [87].

As proteinas secretadas para o meio representam uma fraccao especifica do
proteoma bacteriano no sentido em que elas tém de ser transportadas através das
membranas para garantir a biogénese das membranas e paredes celulares, absor¢do de
nutrientes, motilidade e interac¢des extracelulares. Uma significativa parte destas
proteinas estdo activas fora da célula. A protedlise no ambiente extracelular pode ser
importante e apenas as proteinas mais estaveis permanecem em abundancia no ambiente
extracelular. A maioria das proteinas secretadas sdo sintetizadas como precursoras, com
uma sequéncia de N-terminal de sinal clivdvel; contudo, uma frac¢do significativa destas
proteinas ndo sdo secretadas pelas vias cldssicas de secrecdo, ou seja, sem sinaliza¢ao
peptidica. Esta sinalizacdo € responsdvel pelo direccionamento da proteina para os
sistemas e maquinaria de exportacdo da membrana. As vias dependentes de péptidos de

sinaliza¢do predominantes sdo as vias de secrecdo Sec e Tat [88].
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Em bactérias Gram-positivas, substratos proteicos das sortases sao
translocadas pela via secretora Sec, mas estdo ancoradas covalentemente a parede celular.
As lipoproteinas sdo também secretadas (em bactérias Gram-positivas) ou exportadas (em
bactérias Gram-negativas) através da via Sec (ou Tat em alguns casos), mas estdo
ancoradas na membrana citoplasmadtica (em ambos os tipos de bactérias) ou na membrana
exterior (no lado periplasmatico em bactérias Gram-negativas).

As protefnas integrais da membrana sdo inseridas através da via YidC,
dependente ou independente da via dependente de Sec. As vias de secrecdo dependentes
de Sec e Tat também levam a libertacdo de algumas proteinas no meio extracelular
(Figura 6).

Em bactérias Gram-positivas, algumas proteinas exportadas compartilham
um determinante nas suas extremidades carboxilo para ligacdo covalente com a parede
celular. Tal sinal € constituido por um motivo de assinatura (como LPXTG ou sequéncias
de aminodcidos PEP), uma a-hélice transmembranar hidrofébica, € um conjunto base de

aminodcidos (principalmente arginina) e € processado por sortases [89].

) imeteomaE
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Figura 6. Ilustracéo dos conceitos de secretoma, exoproteoma e proteoma da superficie celular num modelo

bacteriano Gram-negativo (Adaptado de Armengaud J., 2012) [87].
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1.4.5.1. Ferramentas e estratégias para anélise do exoproteoma

Durante a ultima década, as melhorias na espectrometria de massa na andlise
de proteinas e péptidos tém levado a mudangas fundamentais no campo da proteémica.
Estudos pioneiros sobre exoproteomas foram realizados por fraccionamento de amostras
complexas em géis 2D-PAGE, seguido de identificacdo das proteinas em spots isolados,
usando MALDI-TOF.

Actualmente, as misturas de péptidos complexos sao, na maioria dos casos,
separadas por cromatografia de fase reversa (nano-HPLC), antes de serem analisadas por
espectrometria de massa. Esta nova abordagem facilita a identificacdo de centenas de
proteinas a partir de uma unica amostra. Estratégias Bottom-Up, em que as proteinas da
amostra sdo proteolisadas com tripsina e as massas e sequéncias dos péptidos tripticos
resultantes sdo determinados por MS/MS, sdo as mais frequentemente utilizadas neste
tipo de estudos proteicos [87].

Com o advento das estratégias shotgun e o desenvolvimento de
espectrometros de massa de alto rendimento, tais como Q-TOF, Q-Trap e Orbitrap, bases
de dados mais exaustivas de proteinas foram construidas sem a necessidade do tradicional
fraccionamento. No entanto, as amostras de exoproteomas sao obtidas e mantidas em fase
aquosa e/ou solugdes que contém grandes quantidades de outros componentes quimicos
que, por vezes, sao incompativeis com a espectrometria de massa. Por esta razdo, deve
ser prestado especial cuidado nas etapas de extrac¢do e purificacao proteica [90].

O método mais simples de obter uma solu¢@o de péptidos sem contaminantes
do meio para a andlise em espectrometria de massa € a separagdo da amostra através um
gel desnaturante de SDS-PAGE. Depois de uma migracdo electroforética curta, as
exoproteinas purificadas sdo concentradas numa s6 banda pequena, que pode ser
proteolisada com tripsina. A mistura peptidica resultante pode, entdo, ser analisada por
nano-LC-MS/MS. A maioria dos estudos recentes sobre exoproteomas tém utilizado esta
abordagem de alto rendimento; no entanto a técnica de 2D-PAGE ainda tem interesse na

resolucdo de isoformas que resultam da modificac@o pds-traducgdo [91].

1.4.5.2. Estudo da patogenicidade através de exoproteomas

Nos ultimos anos, andlises protedmicas baseadas em 2D-PAGE tém sido
desenvolvidas para explorar os diferentes componentes envolvidos na patogenicidade de

diferentes bactérias e as suas capacidades para se adaptar as condi¢des ambientais [92].
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Entre os varios exemplos de estudos neste campo podem-se citar dois
trabalhos: a andlise 2D-PAGE do exoproteoma de Pseudomonas aeruginosa e a andlise
dos exoproteomas de Corynebacterium diphteriae € Mycobacterium tuberculosis. O
primeiro estudo levou a identifica¢io de proteinas envolvidas na adaptacdo a temperatura,
caracteristica esta que facilita infec¢cdes nosocomiais [93]. O segundo estudo permitiu a
constru¢cdo de mapas de referéncia para estes dois patdgenos humanos e a identificacdao
de novas proteinas envolvidas na adesdo celular e invasdo [94, 95].

Dumas e colaboradores analisaram o exoproteoma de 12 estirpes
representativas de Listeria monocytogenes com serétipos de diferentes origens e niveis
de viruléncia [96]. Como resultado destes estudos, os autores propuseram a primeira
definicdo do exoproteoma nuclear e variante da espécie. Da mesma forma, exoproteomas
de 25 estirpes clinicas de Staphylococcus aureus foram analisadas, destacando-se a
importancia de estudos de proteémica para complementar a informacio gendémica [97].
Estudos em protedmica foram, recentemente, direccionados para uma compreensao mais

profunda dos mecanismos moleculares responsédveis pela patogenicidade [98].

1.4.6. Espectrometria de massa

A espectrometria de massa tornou-se o principal método de caracterizagao
proteica com aplicagdes para a protedmica devido a capacidade de rapidamente identificar
proteinas com base em fingerprints de massa peptidica e sequéncias de aminodcidos, por
apresentar uma elevada sensibilidade a deteccdo proteica, elevadas capacidades de
throughput e integracdo com métodos quantitativos de identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas [99].

O principal método para identificac@o proteica € baseado na fragmentacao de
um ou mais péptidos por MS tandem (MS/MS). A sequéncia peptidica é obtida pela
quebra de ligacdes peptidicas preferenciais de polipéptidos por colisdes com um gas
inerte [99].

A espectrometria de massa, nomeadamente a matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF), tem-se tornado indispensdvel em
protedmica, na visualizacdo e caracterizacao de proteinas assim como na investigacao
clinica [100]. Inventada na década de 80, este tipo de espectrometria de massa € utilizada

como técnica para andlise de péptidos e proteinas de amostras com relativa complexidade,
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com a vantagem de nao requerer grandes quantidades de amostra para produzir resultados

fiaveis [101].

1.4.7. Técnicas associadas a deteccio de proteinas

A protedmica tem por base o estudo, identificacdo e caracterizacdo das
proteinas resultantes de genes relacionados com vias metabdlicas especificas. Para
analisar as proteinas de uma dada amostra bioldgica, € necessario recorrer a técnicas e
procedimentos de extraccdo, preparagdo, solubilizacio e purificagdo. O procedimento de
extraccdo e solubilizacdo descrito por Gorg em 2000 € utilizado na preparacdo de
amostras proteicas, onde ¢é fundamental que as proteinas sejam completamente
solubilizadas para obter resultados validos e fidveis. Dependendo do estudo a realizar e
do tipo de proteinas que se pretendem obter, os procedimentos podem ser adaptados [44].
Este trabalho parte de proteinas provenientes de microrganismos, com caracteristicas de
crescimento e desenvolvimento especificas exigindo para esse efeito que o procedimento
de extrac¢do proteica seja optimizado [44]. Uma vez extraidas as proteinas € possivel
proceder ao passo seguinte, ou seja, a separagdo proteica. A 2-DE surge associada a
procedimentos, técnicas e equipamentos de espectrometria de massa e de bioinformatica
que permitem a caracterizagdo, identificacdo e quantificacdo das proteinas presentes.
Ap6s aidentificagdo das proteinas, existe ainda o estudo das vias metabdlicas ou pathway
analysis onde sdo analisadas as alteracOes verificadas na expressdo proteica em resposta

a estimulos ou especificas condicdes de stress [45, 102].

1.5. Aplicacoes biotecnolégicas da protedmica ao nivel da ciéncia,
industria e medicina

As bactérias sdo microrganismos amplamente utilizados na biotecnologia,
desde a producdo de proteinas e substancias quimicas até a sua utilidade como modelos
para testar novas tecnologias analiticas.

Aplicada ao nivel do estudo das proteinas, esta drea tecnoldgica tem recebido
muita atencao de vdrias areas da ciéncia, podendo ser usada para a expressdo proteica e
na elaboracdo de mapas funcionais ou celulares proteémicos [103]. Nos tltimos anos, a
protedmica surge também como uma ferramenta muito ttil na investigacao de processos
bioquimicos complexos assim como na descoberta de novas proteinas e de interac¢oes

proteina-proteina. A protedmica apresenta ainda grande utilidade na drea da medicina,
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nomeadamente no estudo do cancro e de doencas neurodegenerativas, dando um
contributo importante no tratamento médico [104]. A proteémica pode ser util na
diferenciagdo entre pacientes € humanos sauddveis e definir entre os pacientes, quais 0s
que apresentam melhores condic¢des de diagndstico ao nivel do cancro. Desta forma, seria
possivel detectar precocemente biomarcadores Unicos para a neoplasia e desenvolver
ensaios com elevada especificidade e sensibilidade para a sua detec¢do, podendo mesmo
levar a definicao das varias fases neoplasicas [105].

Na industria a protedmica € utilizada, ao nivel do controlo de qualidade e no
seguimento de varios processos industriais. De facto, a proteémica pode ser utilizada no
reconhecimento da variabilidade na qualidade de carne e marisco, em possiveis
contaminagdes bacterianas e na adicdo de proteinas de outras espécies. A protedmica
poderd também ser aplicada como prova do uso de esterdides anabdlicos em produtos de

carne e de leite [104].
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2. Objectivos

Na realizacdo deste trabalho, pretendeu-se:
e Obter proteomas completos através de electroforese bidimensional do tipo IEF x
SDS-PAGE e extrac¢des directas para LC-MS/MS da estirpe de S. aureus ST398,
a nivel do proteoma citoplasmdtico, proteoma da superficie celular exposta e
proteoma extracelular.
e Identificar proteinas relacionadas com actividade normal da célula, viruléncia e

resisténcia a antibidticos.
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3. Material e Métodos

3.1. Proteoma citoplasmatico
3.1.1. Estirpe bacteriana e condicoes de crescimento

A estirpe de MRSA C2355 foi recolhida de uma amostra do liquido pleural
de um paciente com empiema descrito e caracterizado por Lozano e colaboradores [106].
Esta estirpe foi associada ao spa-type tO11 e ao sequence type ST398. Apresenta um
fendtipo multirresistente a B-lactamicos, tetraciclina, clindamicina e ciproflaxacina. Os
genes de resisténcia mecA, tetK e tetM foram também identificados [106].

As células congeladas da estirpe C2355 foram plaqueadas em estria em placas
de agar-sangue para crescimento a 37 °C. Uma coldnia foi transferida para 250 mL de
meio minimo M9, suplementado com 4 g/L"! de glucose e incubada a 37 °C durante 24 h

[107].

3.1.2. Extraccao e quantificacio proteica

As células em meio M9 foram colectadas na fase pds-exponencial em todos
os ensaios (OD540 nm=6 correspondendo a cerca de 2-3x10° células/mL) [107]. As
células foram precipitadas através de uma centrifugacdo a 10 000 g durante 3 minutos a
temperatura de 4 °C. O pellet resultante foi ressuspendido num volume igual de PBS (pH
7,4) pré-aquecido [108]. A amostra sofreu outra centrifugac@o nas condi¢cdes da anterior
e foi ressuspendida em 0,2 mL de tampao de solubilizagdo. A disrup¢ao celular foi
realizada por sonicac¢do (3x10 s, 4 °C, 20 kHz, 100 W) e os detritos celulares foram
removidos por centrifugacao (14 000 g, 30 min, 4 °C) [107].

O resultado da extraccdo de proteinas foi adicionado em eppendorfs com o
reagente de Coomassie Plus ™ Protein Assay Reagent (1:50). As amostras foram medidas
no espectrofotometro NanoDrop vI000 com o programa Protein Bradford [109]. A curva
padrdo foi desenhada com a solu¢@o padrdao de Albumina (Albumina de Soro Bovino, 2
mg/mL).

3.1.3. Electroforese monodimensional e coloracao

A reprodutibilidade da técnica de electroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) na presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) ou SDS-PAGE para a

caracterizacdo de MRSA foi confirmada com 3 repeticdes bioldgicas e técnicas. Na
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realizacdo da técnica de SDS-PAGE, ao sobrenadante, resultante da extrac¢do, foi
adicionado igual volume de tampao (Tris HCI 0,5 M, pH 8,0; glicerol; SDS e azul de
bromofenol).

A electroforese foi conduzida num gel de poliacrilamida vertical (T=12,52%,
C=0,97%), no sistema de tinas Hoefer™SE 600 Ruby® (Amersham Biosciences),
seguindo Laemmli [110].

As proteinas foram separadas segundo o seu peso molecular com corrente
constante de 30 mA por gel durante o tempo necessario para que a frente de migracao
atingisse o limite inferior do gel. Posteriormente a electroforese, os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue R250 durante 24 h, tendo sofrido depois, um passo de
lavagem com &agua. Finalmente foram fixados com &cido tricloroacético a 6% durante 4

h e glicerol a 5% durante 2 h [111].

3.1.4. Electroforese bidimensional

As solugdes proteicas apds o processo de extrac¢do (secg¢do 3.1.2) foram
mantidas a uma temperatura de -70 °C. Apds descongeladas as amostras foram limpas
com o kit 2D-Clean-up (Amersham Biosciences) para eliminar detergentes, sais, lipidos,
fendis e dcidos nucleicos.

A electroforese bidimensional (2-DE) seguiu os principios de O'Farrell [41],
mas usando a tecnologia IPG (Immobiline™pH Gradient) [112].

Para a focalizacao isoeléctrica (IEF), strips IPG de gradiente ndo-linear de pH
4-7 foram rehidratadas passivamente overnight (12-16 h) com tampao de rehidratacao
(ureia 8 M, CHAPS 1%, DTT 0,4%, anfélitos pH 3 — 100, 0,5%). A temperatura ambiente,
as strips foram cobertas com a solu¢do Dry-Strip Cover Fluid (Plus One, Amersham
Biosciences) para evitar a evaporacdo e a cristalizacdo da ureia. Antes de carregar as
amostras nas strips, estas amostras foram adicionadas na propor¢ao de 1:1 ao tampao de
lise [ureia 9,5 M, DTT 1% (w/v), CHAPS 2% (w/v), anfélitos 2% (v/v) (pH 3 — 10) e
Pefabloc® proteinase inhibitor 10 mM]. Amostras, contendo 150 pg de proteinas foram
carregadas por cup loading nas strips, previamente rehidratadas. A focalizacdo foi
realizada no focalizador Ettan ™IPGPhor II™ (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia), seguindo um programa sequencial: 500 V, 1 h; 1 000 V, 2 h; 8 000 V, 2 h; 10
000 V, 4 h e finalmente 10 000 V durante 55 min até atingir 24 000 V/h. Terminada a

focalizagdo, as strips foram mantidas a -80 °C.
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Para a segunda dimensao, as strips foram equilibradas 2 vezes durante 15
minutos, com tampao de equilibracdo [ureia 6 M, glicerol 30% (w/v), SDS 2% (w/v),
Tris—HCI1 0,05 M (pH 8,8)]. Na primeira equilibracdo, ao tampao de equilibracio foi
adicionado DTT 1% e na segunda, 4% iodoacetamida, assim como azul de bromofenol a
ambas as solucdes. Para eliminar os excessos de tampao, as strips foram lavadas em
tampao de electroforese (Glicina 0,2 M, Tris-HCI1 25 mM, SDS 3,5 mM) e foram inseridas
nos géis de poliacrilamida a 12,55%, no sistema Hoefer™SE 600 Ruby® (Amersham
Biosciences).

Ap6s SDS-PAGE, os géis 2-DE foram fixados em metanol a 40% e acido
acético a 10% durante 1 h, tendo sido posteriormente corados em Coomassie Brilliant
Blue G-250 durante 24h [108]. Os géis corados foram digitalizados com a ajuda de um
scanner especifico (Umax PowerLook 1100; Fremont, CA, USA) e com recurso a dois
softwares de gestdo de imagens, Image Scanner Il e Image Master 5.0 (Amersham

Biosciences e GE Healthcare, respectivamente).

3.1.5. Identificacao proteica

Os spots proteicos de todos os géis foram excisados manualmente e enviados
para andlise por MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time
of Flight Mass Spectrometry) para o Departamento de Quimica da Universidade de

Aveiro.

3.2. Shaving das células de MRSA

3.2.1. Condicoes de crescimento da amostra de MRSA C2355

A amostra mantida em criotubos a -80 °C, foi cultivada em suspensido em
meio TSB (trypic soy broth) overnight, sendo este passo designado de pré-cultura (trés
repeti¢des biologicas). No fim do crescimento das pré-culturas as trés repeticdes
bioldgicas foram transferidas dos tubos de pré-cultura para os tubos de cultura, sendo que
as trés repeti¢des iniciaram o seu crescimento com aproximadamente uma densidade
Optica (OD 600) de 0,02, garantido um crescimento igual.

As culturas foram mantidas a 37 °C e a 200 rpm em meio aerdbio até atingirem

uma densidade 6ptica de cerca de 0,5 (fase exponencial média).
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3.2.2. Recolha e Shaving celular

Ap6s atingirem uma densidade Optica de ~0,5, as células foram recolhidas
através de uma centrifugacio de 5 minutos a 1 000 g e 4 °C, para manter a integridade
celular. Os pellets resultantes foram lavados com solu¢do de lavagem (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,6, 4 °C) nas mesmas condi¢des de centrifugacao.

Apés as lavagens, os pellets foram ressuspensos em 2 mL de tampao de
ressuspensdo ou tampao de hidrélise (Tris-Hel 20 mM, NaCl 150mM, CaCl> 10 mM, L-
arabinose ou D-arabinose 1 M, pH 7,6, 2 pg tripsina). A tripsina hidrolisou as proteinas
da superficie externa celular durante 1 hora em ligeira agitacao a 37 °C.

Posteriormente, os péptidos foram recolhidos por centrifugacao (1 000 g, 15
minutos, 4 °C). A solucdo foi filtrada com um filtro 0,22 um para reter as células
bacterianas. A digestdo dos péptidos por parte da tripsina foi completada overnight a uma
temperatura de 37 °C com a adic¢do de 0,6 ug de tripsina [78].

Ap6s a hidrélise completa, os péptidos foram purificados e concentrados com um
coluna Sep-Pak C18 Plus Light Cartridge (WATERS, Guyancourt, Franca) (Figura 7)
seguindo as instru¢des da empresa:

500 pLL de metanol

500 pL 4gua

Amostra

500 pL 4gua

500 pLL Acetonitrilo (ACN) 80%

O acetonitrilo foi evaporado no SpeedVac e foi adicionado ao pellet 20 pL de
tampao (98/2 H,O/ACN, TFA 0,06%) [78].
A 1identificacdo dos péptidos foi efectuada em LC-MS-MS (Plataforma de

Proteémica, INRA, Clermont-Ferrand, Franca).
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Metanol Agua Amostra Agua Acetonitrilo

2 2 2 2

Sep-Pak
(4 (4 (4 (4 -y
Light
Cartridge
Descartar Descartar Descartar Descartar Tubo
colector

Figura 7. Representacdo esquematica do protocolo de utiliza¢do da coluna de separacio Sep-Pak C18 Plus

Light Cartridge.

3.3. Proteoma Extracelular
3.3.1. Condicoes de crescimento da amostra

A amostra mantida em criotubos a -80 °C, foi cultivada em suspensido em
meio SSD (Staphylococcus Siderophores Detection) overnight, sendo este passo
designado de pré-cultura (trés repeti¢cdes bioldgicas). Este meio foi escolhido por ser um
meio quimico minimo, que facilita a identificacao posterior das proteinas em LC-MS/MS,
evitando as contaminagdes peptidicas dos constituintes de meios bacterianos ricos.

As pré-culturas foram diluidas até ter uma densidade Optica inicial de 0,02
(OD 600 nm) e transferidas para as frascos de cultura num volume de 200 mL. As culturas

cresceram a 37 °C, 200 rpm até atingir fase estaciondria.

3.3.2. Recuperacio das proteinas extracelulares e quantificacao

As culturas de 200 mL, em fase estaciondria, foram sujeitas a uma
centrifugacao de 15 minutos a 7 000 g a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi filtrado

com um filtro de 250 mL com 0,2 pm, para que as células bacterianas que se encontrassem
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em suspensao ficassem retidas no filtro e, o meio com as proteinas extracelulares passasse
através dos poros do filtro.

No decorrer do protocolo foi necessério evitar a degradacdo proteica com a
adi¢do de uma anti-protease PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride), 2 mL de PMSF
adicionados aos 200 mL.

Dado o volume de cultura inicial ser demasiado elevado, foi necessédrio
reduzir 200 mL para cerca de 10-15 mL e manter o mesmo contetudo proteico. Para este
efeito foi utilizada uma coluna ViVacell 100 Centifugal Concentrator (Figura 8). Estas
colunas foram primeiramente centrifugadas com dgua para eliminar a glicerina presente
na membrana. Para reduzir o volume foram realizadas centrifuga¢cdes com 50 mL a 4 °C
e a 3150 g, durante o tempo necessario até o volume descer dos 50 mL até cerca de 10-
15 mL, em seguida, a coluna era cheia novamente e sujeita a outra centrifugagcdo nas
mesmas condi¢des e assim sucessivamente até todo o sobrenadante ter sido passado na
coluna. No final os 10-15 mL resultantes foram transferidos para tudos de 40 mL de

teflon.

Figura 8. Coluna ViVacell 100 Centifugal Concentrator.

Nos tubos de teflon, foi feito um tratamento com DNase a 1% (v/v) e RNase
a 1% (v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente e um tratamento com desoxicolato
a 1% (v/v) em gelo, para ajudar na precipitacdo de baixas quantidades de proteinas em
TCA (acido tricloroacético).

Foi adicionado TCA a 50% na proporc¢ado de 1/3 ao concentrado proteico de

maneira a obter-se 10% de TCA. A precipitacdo deu-se overnight a 4 °C.
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Finalizada a precipitagdo com TCA, submeteram-se os tubos com as amostras
a uma centrifugacao de recuperacgado de proteinas (12 000 g, 30 minutos, 4 °C). Descartou-
se o sobrenadante e adicionou-se 15 mL de acetona glacial que actuou durante 16 h a
temperatura -20 °C.

Posteriormente realizaram-se 3 lavagens com acetona glacial (12 000 g, 30
minutos, 4 °C). Os pellets ficaram em contacto com a acetona glacial 15 minutos entre
cada centrifugacdo. Estas lavagens permitiram eliminar completamente a acidez do
tratamento resultante do tratamento com TCA.

Finalmente a acetona evaporou overnight, deixando os pellets completamente
desidratados. Os pellets foram ressuspensos em 250 pl. de tampao Laemmli (Tris-Cl 60
mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, p-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,01%).

As amostras proteicas foram quantificadas seguindo o protocolo de Bradford

como descrito na sec¢do 3.1.2.

3.3.3. Concentracao das proteinas (SDS-PAGE)

Antes da anélise em LC-MS/MS foi efectuada uma electroforese do tipo SDS-
PAGE curta que permitiu eliminar alguns sais restantes que pudessem interferir com a
posterior andlise e concentrar todas as proteinas numa s6 banda em gel. Na realizacdo
dessa electroforese foi usado o sistema de electroforese BioRad Mini Protean II. O gel
deste sistema consiste em 1/3 de gel de concentragio a 5% (1,7 mL
Acrilamida/Bisacrilamida Rotiphere a 30%, Tris 1 M pH 6,8, 100 uLL SDS 10%, 100 pL
Persulfato de Amoénio (APS), 10 uL TEMED (Tetramethylethylenediamine) e 6,8 mL
agua MiliQ). O gel de separacdo a 10% constitui os restantes 2/3 do gel total (6,6 mL
Acrilamida/Bisacrilamida Rotiphere a 30%, 5 mL Tris 1,5 M pH 8,8, 200 uL SDS 10%,
200 pL Persulfato de Amoénio (APS), 8 u. TEMED e 8 mL dgua miliQ). O APS e o
TEMED sao sempre adicionados imediatamente antes de se carregar os géis nos vidros
dos suportes. Para a electroforese usou-se um tampao de electroforese constituido por: 95
mM Tris-HCI, Glicina 0,95 M e SDS 17 mM.

Foram carregadas 10 ug de proteina em cada poco para uma migragdo com as
seguintes condi¢des: 15 minutos, 100 V e 15 mA/gel constante. A migracao deve ser
finalizada quando a frente de migragao atingir o limite entre o gel de concentracdo e o de

separacao.
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Durante 15 minutos, fixou-se o gel com acido acético a 10% e isopropanol
25%. Em seguida o gel foi ligeiramente corado com uma solu¢do de Coomassie Blue
Brillant G250 0,25%, 4cido acético a 10% e etanol a 50%, esta coloracdo serve apenas
para se conseguir visualizar as bandas e, assim, tornar-se mais facil a sua excisdao. As
bandas coradas foram excisadas e a mesma banda dividida em 4 partes para facilitar
posteriormente a digestdo pela tripsina.

As bandas receberam uma primeira etapa de descoloracdo durante 20 minutos
com &cido acético a 10% e etanol a 15%, seguido de duas lavagens de 5 minutos com
agua MilliQ.

Posteriormente, foi necessdrio um processo de desnaturacdo para que as
estruturas quaterndrias e pontes dissulfeto sejam destruidas; para tal as proteinas sdo
mantidas 45 minutos a 55 °C numa solu¢ao de NH4sHCO3 100 mM e DTT 10 mM. Para
manter estas condi¢des, evitar que as pontes dissulfeto se voltem a formar e bloquear os
residuos de cisteina, foi realizada uma etapa de alquilacdo através de uma solu¢do com
NH4HCOs3 100 mM e de iodoacetamida 55 mM durante 20 minutos no escuro.

As bandas foram totalmente descoradas, tendo sofrido 4 passos de
descoloragao:

e 100 pL ACN 50%, NHsHCO3 100 mM, 20 minutos;
e 100 pL. ACN 100%, 20 minutos;

e 100 pL NH4HCOs3 100 mM, 20 minutos;

e 100 pL. ACN 100%, 20 minutos.

Finalmente as amostras sofreram uma desidratacdo completa em SpeedVac e
foram enviadas para a Plataforma de Proteémica, INRA, Clermont-Ferrand, Franca, para

a identificacdo proteica por LC-MS/MS.
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4.1. Proteoma citoplasmatico
4.1.1. Electroforese monodimensional

Um total de 14 bandas com elevado nivel de expressao foi separado em todas
as repeticdes SDS-PAGE do proteoma citoplasmdtico (Figura 9). A maioria das proteinas
de MRSA foi agrupada na regido entre os 30 e 85 kDa. Diferentes niveis de expressao
foram observados entre as diferentes proteinas, confirmados por 2-DE. Posteriormente,

procedeu-se a um estudo proteico completo, a fim de caracterizar e identificar as proteinas

presentes.
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Figura 9. Perfil monodimensional de MRSA ST398 com Coomassie R-250 coloragdo (lado esquerdo) e
perfil monodimensional esquemédtico com pesos moleculares do gel SDS-PAGE. Imagem do gel 2-DE com
colora¢do Coomassie G-250, onde se marcaram os spots (lado direito). Legenda: Verde: Glicdlise, Azul:
biossintese de proteinas, Roxo: processo de oxidacdo-reducio, Laranja: resposta ao stress, Gray: Hidrélise
de ATP acoplado ao transporte de protdes, Rosa: Metabolismo one-carbon, Amarelo: Outros processos

celulares [107].
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4.1.2. Electroforese bidimensional

A expressdo das proteinas da estirpe de MRSA ST398 C2355 [106], foi
observada em géis 2-DE (Figura 9). O uso de strips IPG de pH 4-7 resultou em spots
proteicos muito bem distribuidos, que permitiram a excisdo segura e precisa, assim como
a identifica¢do na imagem. Os spots foram distribuidos ao longo da regido de pl 4-7 com
pesos moleculares relativos (Mr) entre 5 e 145 kDa (Figura 9).

No total, foram excisados 105 spots de proteinas relevantes e individualizados
em eppendorfs para posterior andlise através de espectrometria de massa por MALDI-
TOF/TOF. Esta andlise permitiu identificar 227 proteinas diferentes. As proteinas obtidas
presentes nos spots foram identificadas e caracterizadas (Tabela A1, tabela em anexo) por
meio da correlacdo com bases de dados bioinformaticas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Verificou-se que a maioria das proteinas em MRSA estd agrupada entre pH 4,5 ¢ 6 e 30
e 75 kDa.

A utilizagdo da base de dados  bioinformdtica  Uniprot
(http://www.Uniprot.org/) permitiu determinar a funcdo bioldgica das proteinas, assim

como a relacdo com um processo bioldgico especifico no nivel celular (Tabela A1).

4.1.3. Identificacao proteica

Todos os spots proteicos foram excisados do gel e incubados com tripsina
para digerir as proteinas no gel. Estes foram, posteriormente seleccionados e sujeitos a
identificacdo por andlise MALDI-TOF/TOF. Os picos de massa dos péptidos foram
comparados com os da base de dados NCBI. Além disso os dados relativos a identificagdo
de proteinas, incluindo os ID, MW, valor P1, mascot score e funcao sao listados na Tabela
Al. As proteinas identificadas apresentam diversas actividades funcionais, incluindo
glicélise, hidrélise de ATP acoplada ao transporte de protdes, metabolismo one-carbon,
processo de oxidag¢do-reducdo, biossintese de proteinas, resposta ao stress € muitas outras
(Figura 10). A glicdlise foi o processo biologico no qual se identificou o maior nlimero

de proteinas, cerca de 17%.
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Glicolise Hidrélise de ATP

Metabolismo One-carbon Processo de oxidag¢ao-redugido
® Biossintese proteica Resposta ao stress

Others

42,7 %

Figura 10. Percentagem das proteinas identificadas e relacionadas com cada fungédo [107].

4.2. Proteoma do envelope celular (Shaving Celular)
4.2.1. Identificacao proteica

Os picos de massa obtidos dos péptidos resultantes do processo de Shaving
foram comparados com os da base de dados NCBI e Uniprot. Identificaram-se 236
proteinas que se encontram descritas na Tabela A2 (tabela em anexo). Na mesma tabela
encontram-se também especificados os dados relativos ao ID, MW, valor PI, funcio,
processo bioldgico e localizagdo, obtidos por interrogacdo da base de dados da Uniprot.
Nesta frac¢do celular (a membrana exterior) as proteinas identificadas apresentaram
também varias actividades funcionais, tais como, biossintese de aminoécidos, processo
biossintético de carbohidratos, divisao celular, glicdlise, biossintese de nucledtidos,
biossintese de proteinas, transcri¢do, traducdo, entre outras 40 fungdes que,
individualmente, ndo superam os 2% das proteinas identificadas. A tradu¢ao mostrou ser
a fungdo a qual mais proteinas foram identificadas (15%), no entanto nio estd qualquer
func¢ao bioldgica associada a cerca de 21% das proteinas identificadas. Esta informagao
encontra-se sumariada na Figura 11.

No global, das 236 proteinas idenficadas e interrogadas na Uniprot, 116
(cerca de 49%) nao apresentaram localizacdo na base de dados, sendo consideradas como
localizagao desconhecida; 117 (50%) proteinas mostraram estar presentes no citoplasma

e 3 (aproximadamente 1%) mostraram serem componentes da membrana celular.
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Figura 11. Gréfico onde o nimero (azul) e as percentagens (vermelho) de proteinas identificadas
estdo associadas as funcdes bioldgicas. A funcdo a qual mais proteinas foram associadas € a
traducdo com 15%. Na coluna “Outras fun¢des” estdo englobadas 40 fun¢des com 5 ou menos

proteinas identficadas, com cada fun¢@o individual a ndo ultrapassar os 2%.

4.3. Proteoma Extracelular

4.3.1. Identificacao proteica

Os picos de massa obtidos dos péptidos foram comparados com os da base de
dados NCBI e Uniprot. Identificaram-se para o proteoma extracelular 99 proteinas que se
encontram descritas na Tabela A3 (tabela em anexo). Na mesma tabela encontram-se
também especificados os dados relativos ao ID, MW, valor PI, funcao, processo biolégico
e localizacdo obtidos por interrogacdo da base de dados da Uniprot. No exterior celular
as proteinas identificadas apresentaram vdrias actividades funcionais, tais como, divisao
celular, biossintese de dacidos gordos, glicélise, biossintese de GMP, patogénese,
biossintese de proteinas, transcri¢do, traducdo, entre outras 36 fungdes que,

individualmente, ndo superam os 2% das proteinas identificadas.
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A traducdo apresentou-se como a funcdo a qual mais proteinas estdo
relacionadas, cerca de 16%. Nesta fraccdo do proteoma apenas 10% das proteinas
identificadas ndo possui qualquer fun¢do associada nas duas bases de dados interrogadas

(Figura 12).
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Figura 12. Grafico onde o nimero (azul) e as percentagens (laranga) de proteinas identificadas
estdo associadas as funcdes bioldgicas. A funcdo a qual mais proteinas foram associadas € a
traducdo com 16%. Na coluna “Outras fun¢des” estdo englobadas 36 fun¢des com 2 ou menos

proteinas identificadas, com cada fun¢do individual a ndo ultrapassar os 2%.

Quanto a sua localizag¢do, das 99 proteinas idenficadas e interrogadas na
Uniprot, 51 (cerca de 52%) nao apresentaram localizacdo nestas duas bases de dados,
sendo consideradas como localizacdo desconhecida; 39 proteinas mostraram estar
presentes no citoplasma e 9 (aproximadamente 9%) mostrou serem componentes do meio

extra-celular.
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5. Discussao

Neste estudo a estirpe de MRSA (C2355, previamente caracterizada com
sequéncia tipo ST398, com fendtipo de multirresisténcia a antibidticos e transportadora
de varios genes de resisténcia [106], foi submetida a uma andlise proteémica dividida em
trés fases distintas: andlise do proteoma citoplasmatico, andlise do proteoma exposto da

superficie celular (técnica de Shaving celular) e por fim anélise do proteoma extracelular.

5.1. Proteoma citoplasmatico

Verifica-se uma grande diferenca entre a bactéria, tanto ao nivel das proteinas
codificadas como ao nivel das variacdes nas sequéncias de aminodcidos [113]. Além
disso, a resposta a determinado stress pode aumentar a resisténcia a outros tipos de stress
(cross-protection), podendo alterar inimeros outros aspectos do metabolismo bacteriano
e potenciar a interac¢do com o organismo hospedeiro.

As novas linhagens podem servir como biomarcadores proteicos para a
actividade bioldgica ou a resposta fisiolégica de bactérias para diversas condi¢des
ambientais de stress. O continuo aparecimento de mecanismos de resisténcia em
bactérias, tais como MRSA, exige uma revitalizacdo urgente na procura de novos
antibidticos. Por outro lado, a plasticidade do genoma de S. aureus € apenas um dos
diversos factores envolvidos na heterogeneidade dos perfis exoproteicos. A regulacdo da
expressao, bem como a secrecao de proteinas e os processos de modificaciao acrescentam
novas dimensdes a heterogeneidade do potencial de viruléncia de S. aureus. Tais efeitos
podem ser melhorados e aperfeicoados por mutagdes no promotor, actividades
diferenciadas de moléculas regulatérias e mecanismos de regulagdo pds-transcripcional
[97]. A presenca em S. aureus de 24 genes codificadores de proteinas envolvidas na
adesdo superficial e 13 genes para proteinas secretadas envolvidas na evasao imunitéria
foram recentemente identificados nos 58 genomas sequenciados disponiveis [2].

Na andlise do proteoma obtido, a frequéncia mais elevada de proteinas
identificadas estd relacionada ao processo da glicélise (16,3%), a sintese proteica
(10,6%), processo de oxidacao-reducao (8,4%), resposta ao stress (5,7%), a hidrélise de
ATP acoplado ao transporte de protdes (5,7%), e metabolismo one-carbon (5,3%). Todos
estes processos desempenham fun¢des importantes na manutencao das fungdes normais
das células (Figura 10). As informacdes detalhadas relativamente ao nimero de proteinas

identificadas e aos detalhes da andlise protedmica sao apresentados na Tabela Al.
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Proteinas com fungdes mais especificas, como a catalase (spot 30; Accession
Number Q2FYU7; MW 58 343.2; pI 5,27) e a super6xido dismutase (SOD) (spot 9;
Accession Number POAOJ3; MW 22 697,33; pl 5,08), foram identificadas (Figura 9). De
acordo com Mandellet e colaboradores. [114], verificou-se uma elevada correlacio entre
a actividade da catalase em Staphylococcus spp. e a letalidade em ratos (r = 0,88), sendo
esta actividade especifica das espécies de S. aureus. Estes resultados sugerem que a
catalase protege os microrganismos intrafagociticos destruindo o peréxido de hidrogénio
produzido pela fagocitose. Este facto impde a possibilidade de que a catalase pode ser um
factor de viruléncia importante em S. aureus [114]. Enzimas como a catalase e a
superdxido dismutase permitem que as bactérias resistam ao stress oxidativo e, assim,
constituam um factor de viruléncia importante em S. aureus.

S. aureus produz trés enzimas SOD, codificadas por dois genes, sodA e sodM
[115]. A SOD est4, geralmente, relacionada com o stress induzido por espécies reactivas
de oxigénio (ROS), que sdo geradas endogenamente por O%, e que sdo normalmente
produzidas no interior das células e sdo téxicos para os sistemas biolégicos [116]. Estas
trés proteinas sdo em parte responsdveis pela viruléncia elevada desta estirpe de MRSA,
especialmente em ambiente hospitalar [106]. Estas proteinas, associadas a sodM (MW 23
026,35 e pl 5,32, spot 11, Figura 9), estdo relacionadas com a resposta ao stress.

A proteina chaperone dnaK (MW 66 280,98 e pl 4,66) foi identificada no
spot 51 (Figura 9), e parece estar envolvida no mecanismo de resposta ao stress provocado
pelo choque térmico. Esta é uma resposta celular muito importante para a sobrevivéncia
das bactérias, tais como Enterococcus, e contribui para a capacidade de resisténcia a
antibidticos [117]. Estas proteinas devem ser testadas sob condi¢des de stress, como por
exemplo sob pressdo selectiva antibidtica, a fim de determinar as variacdes na expressao
da proteina. Além disso, existe a possibilidade de testar potenciais alvos através da
concepg¢ao de novos medicamentos para inibir o crescimento das bactérias resistentes aos
antibidticos [118].

O Trigger factor (TF, spot 93) representa o tnico chaperone conhecido em
bactérias associado ao ribossoma. TF estd localizado directamente no local de saida
ribossomal onde crescem as cadeias polipeptidicas em direc¢do ao citosol. TF interage
com a maioria dos polipéptidos precoces durante a sintese continua e, como primeira
proteina associada com cadeias nascentes, restringe o acesso de factores a jusante, tais
como a dnaK e groEL que cooperam com TF no enovelamento de novo de proteinas

citosdlicas. Além disso a avaliagdo de perfis proteicos em resposta a varios mecanismos
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de stress, tais como a sensibilidade a antibi6ticos ou modificagdes relacionadas com a
resisténcia aos antibidticos, podem representar uma valida e integrada abordagem para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

O desenvolvimento de novos instrumentos que possibilitam um screening
mais rapido e com maior limite de deteccdo de massa molecular também permitird
identificar um maior nimero de péptidos e assim uma maior cobertura do proteoma.
Como resultado, serd mais facil a andlise de proteinas de membrana [119]. Por outro lado,
as proteinas da superficie membranar bacteriana sdo importantes para a interac¢ao
patégeno-hospedeiro, e estdo frequentemente envolvidas na patogénese. Uma grande
variedade de proteinas de superficie estd representada pelas lipoproteinas que sdao
componentes importantes do sistema de transporte bacteriano: estruturas
transmembranares envolvidas na importacdo/exportacio de substratos, incluindo
acucares, aminodcidos, oligopéptidos, poliaminas, ides metédlicos e minerais. Estes
sistemas contribuem para muitos processos bacterianos, tais como a aquisicdo de
nutrientes, resposta ao stress € sinalizacdo intercelular, muitos dos quais podem ser vitais
para o crescimento bacteriano e sobrevivéncia dentro do hospedeiro [120]. De facto, as
proteinas de membrana integradas (PIM) estdo entre as proteinas mais importantes dentro
de uma célula, devido a sua implicacdo forte na sobrevivéncia celular. Elas representam
um ter¢co das proteinas codificadas pelo genoma humano, e sdo muitas vezes sub-
representadas nos perfis protedmicos [121-123].

No spot 96 foi identificada a glutamato desidrogenases (GDHS) que
desempenha um papel importante nos metabolismos do azoto e do carbono. Esta enzima
tem um potencial considerdvel na produg¢do de novos aminodcidos ndo-proteogénicos
para a industria farmacéutica [ 124, 125].

O peptidoglicano (ou mureina) é uma estrutura que confere rigidez a parede
celular das bactérias, determinando a forma da bactéria e protegendo-a da lise osmética
quando em meio hipoténico. [54]. A proteina alanina desidrogenase 2 (ald2), identificada
no spot 85 (Figura 9, MW 40 089,01, pI 5,66), € uma proteina importante para a formagao
da camada de peptidoglicano. Esta camada contém L-alanina que estd associada com o
mecanismo de resisténcia que altera a afinidade ao antibidtico alvo [126]. Uma série de
genes envolvidos na biossintese de peptidoglicano e da parede celular foram encontrados
no genoma de S. aureus resistente a meticilina [127]. Um destes genes € o gimM, que
codifica a fosfoglucosimina mutase, que catalisa a reaccao da glucosamina 6-fosfato para

glucosamina 1-fosfato durante a fase inicial da biossintese do peptidoglicano [55, 128,
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129]. Como evidenciado num estudo anterior, conduzido por Cordwell e respectiva
equipa, a resisténcia a antibidticos pode estar ligada a biossintese de L-alanina como
precursor para a formagao de peptidoglicano [130]. Nem o gene ald nem o glmM parecem
conter um promotor dependente de 6® [131]; no entanto, foi demonstrado que 6® controla
a producao de pelo menos 14 proteinas reguladoras em B. subtilis [132]. Outros relatos
sugerem que a sobreexpressdo de o® resulta num aumento da espessura da parede da
célula e hiper-resisténcia a P-lactamicos [133], evidenciando ainda mais o papel
significativo que o® desempenha na biossintese da parede celular e na resisténcia a
antibidticos em S. aureus.

O é4cido fusidico € um antibidtico bacteriostatico frequentemente usado
topicamente em pomadas e gotas oftdlmicas, mas pode ser também administrado de modo
sistémico em comprimidos ou injec¢des para tratamento de infeccdo da pele e algumas
infeccdes sistémicas causadas por S. aureus [134]. Um dos dois principais mecanismos
de resisténcia do acido fusidico em S. aureus € a alteragdo do local alvo da accdo do
antibidtico [135], devido a mutagdes no gene fusA (gene codificador da proteina factor
de alongamento G, [EF-G]). Esta propriedade também € evidenciada pelas proteinas
integradas na membrana que englobam uma variedade de funcdes requeridas pela célula,
incluindo: 1) comunicagdo com o ambiente celular externo, 2) reconhecimento de
resposta imunitdria, 3) alvo para a maioria dos compostos farmacéuticos, 4) controlo da
adesdo das células aos tecidos e 5) controlo de processos metabdlicos (como o equilibrio
osmoético) [119]. Devido a natureza hidrofébica das proteinas integradas na membrana,
certos detergentes e solugdes de solubilizacdo fortes sdo necessdrias para fornecer
estabilidade em soluc@o. Contudo, estes produtos quimicos podem interferir com a anélise
por espectrometria de massa. O factor de alongamento G (EF-G) foi identificado no spot
52 (MW 76 563,96, pl 4,8). Mutagdes pontuais no gene fusA provocam principalmente
alteracdes no dominio III do EF-G e geralmente ndo se verificam alteracdes no tamanho
das coldénias, assim como na taxa de crescimento [136].

A ATP sintase [(spot 28 - ATP synthase subunit beta (atpD), spot 29 - ATP
synthase subunit alfha (atpA), spot 55 - ATP synthase gamma chain (atpG), spot 86 - ATP
synthase subunit delta (atpH)], também denominada de F1Fo-ATPase, catalisa a sintese
de ATP durante a fosforilacdo oxidativa. A enzima € reversivel e € capaz de utilizar ATP
para conduzir um gradiente de protdes com propdsitos de transporte. Este complexo
enzimatico € constituido por duas partes principais: um sector F1 solivel em dgua

dividido em trés subunidades a, trés subunidades b e uma cépia de cada uma das
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subunidades g, d e e, e uma membrana onde se incorpora o sector Fo que consiste numa
subunidade a, duas b e doze c. A massa molecular global do complexo € de 520 kDa.
Tem trés locais de ligacao a nucleétidos cataliticos localizados nas subunidades b de F1
e um canal de protdes formado pelas subunidades a e ¢ na membrana do sector Fo [137].

Na Tabela Al estdo descritas trés proteinas relacionadas com a actividade
ribossomal. O Ribosome-recycling factor, frr, (Figura 9, spot 13, MW 20 340,58, pI 5,04),
€ o responsdvel pela libertacdo dos ribossomas do RNA mensageiro no término da
biossintese de proteinas e possivelmente aumenta a eficiéncia da tradugdo [65]. Por outro
lado, o factor de alongamento P, efp (Figura 9, spot 53, MW 20 541,31, pl 4,75), esta
envolvido na sintese da ligacdo peptidica. As proteinas frr e efp aumentam a eficiéncia da
tradugdo e da sintese das ligagdes peptidicas nos ribossomas 70S, in vitro, nativos ou
reconstituidos. Provavelmente funciona indirectamente, alterando a afinidade do
ribossoma para com o aminoacil-tRNA aumentando, assim, a sua reactividade, como
aceitadores de peptidil transferase [138].

A proteina ribossomal 30S S1 (rpsA) foi identificada no spot 56 (accession
number Q99U 14, MW 43 283,15, pI 4,55). Esta proteina liga-se ao mRNA, facilitando,
assim, o reconhecimento do ponto de iniciagdo. Isto é necessdrio para traduzir o mRNA

com recurso ao uso de uma sequéncia Shine Dalgarno (SD) curta e rica em purinas [70].

5.2. Proteoma do envelope celular (Shaving Celular)

A identificacdo de epitopos expostos na superficie celular, sem contaminagao
com proteinas citoplasmadticas, é a maior prioridade e dificuldade em ensaios de shaving
celular.

Neste estudo, o crescimento de S. aureus foi interrompido em fase
exponencial média, uma vez que estas células ndo secretam uma grande quantidade de
proteinas e, nesta fase, sao menos susceptiveis de sofrer turnover bacteriano do que
durante a fase estaciondria. No entanto, € possivel que a fase de crescimento dependente
de regulacdo possa impossiblitar a identificacio de proteinas especificas da fase
estaciondria ou proteinas expressas com base em sinais extracelulares, tais como a
densidade populacional ou formagao de biofilme.

Todos os estudos anteriores de Shaving celular usaram bactérias Gram-
positivas como o S. aureus e, estas ttm uma morfologia da parede celular que é fortemente

resistente a lise, em comparacdo com bactérias Gram-negativas ou células animais.
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Segundo Solis e colaboradores [78], as proteinas expostas na superficie
celular de S. aureus apresentam um potencial grande para desvendar a base molecular da
patogenicidade. No seu estudo, esta equipa, afirma ser a primeira a utilizar a técnica de
Shaving na superficie celular para identificar os péptidos expostos de proteinas de S.
aureus. A questdo na técnica da Shaving permanece sobre as proteinas que estdo
verdadeiramente expostas na superficie e aquelas que sdo teoricamente citoplasméticas
mas rotineiramente identificadas em extractos de superficie [78].

O método original de Shaving celular [85] utilizou forcas centrifugas baixas
para a lavagem celular (3500 g) e uma breve digestdo proteica (30 minutos). Estudos
subsequentes [86] passaram a realizar lavagens mais agressivas (12 000 g) e uma digestao
triptica mais longa (4 horas). Outro estudo, mas em B. subtilis [84], introduziu o uso de
esferas de tripsina, permitindo que a enzima pudesse ser capaz de penetrar através de
poros na parede celular. Nenhum destes exemplos de estudos assumiu que a lise celular
ocorreu, para isso realizaram contagens de placas, um método que ndo € indicativo de
c€lulas intactas, apenas de células vidveis.

Em 2006 um estudo analisou estirpes de S. aureus resistente a vancomicina e
identificou 48 proteinas classificadas como presentes na parede celular ou segregadas
[139]. Um trabalho consequente destas identificagcdes sugeriu que a proteina
transglicosilase SCED poderia ser um excelente biomarcador da resisténcia a
vancomicina [140]. Solis [78], por sua vez, fornece informacdes adicionais sobre a
topologia das proteinas de superficie de S. aureus, bem como informagao para identificar
novas proteinas ndo detectadas nos estudos anteriores. No total, foram identificadas 42
proteinas expostas a superficie.

Os modelos de proteinas citoplasmaéticas associadas a superficie membranar
sdao gerados e baseados em secrecdo inespecifica e, em seguida, re-associacdo com a
superficie celular [141]. Existem varios exemplos, em bactérias Gram-positivas, de
proteinas metabolicas associadas com os processos de viruléncia, como por exemplo a
enolase (spot 27, Tabela Al). Esta proteina é teoricamente exportada por mecanismos de
secrecdo actualmente desconhecidos, difundida através de holins ou re-associada a parede
celular seguindo-se de autdlise celular [78]. As proteinas que s@o associadas com a
superficie por interac¢des de carga (ou de outros mecanismos) sdo referidas como
proteinas shed por Tjalsma e colaboradores. [84].

No presente estudo apenas foi associada a 3 proteinas (na base de dados

Uniprot) uma localizacdo na membrana externa celular: uma proteina da familia
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FtsK/SpollIE (Accession Number C8ACWS, Tabela Al) sem funcdo atribuida; a
subunidade SecA da translocase (Accession Number H3XABO, Tabela A1) também sem
funcdo atribuida e a proteina LepA de ligagdo ao GTP (Accession Number GS5JLS2,
Tabela A1) que actua como um factor de fidelidade da reaccao de traducao.

Sendo a técnica de Shaving muito recente e dado que o principal problema
desta técnica reside na veracidade da localizacdo dos péptidos identificados [78], foi
necessario proceder a interrogacdo de base de dados especificas de previsdo da
localizagao celular das proteinas, nomeadamente a ferramenta bioinformatica PSORTb
(http://psort.hgc.jp/) que utiliza diferentes modelos para prever a localizag¢do celular de
residuos. Com esta ferramenta foi possivel identificar mais 2 proteinas expostas na
superficie celular para além das 3 identificadas pela Uniprot. A proteina de ligacdo a
penicilina PBP2’ (Accession Number C5N5SL3, Tabela Al), € essencial na sintese da
parede celular e integrante do processo de ligacdo de antibidtico a parede celular, e a
proteina de divisao celular ftsZ (Accession Number A6U106, Tabela A1), essencial na
divisdo e responsavel pela formacao do anel contractil (anel Z) no futuro local de divisdao
celular, regulando assim o tempo e o local de divisao celular. Uma outra funcido do anel
FtsZ € recrutar outras proteinas de divisao celular para produzirem uma nova membrana
celular entre as células em divisdo. A ftsZ foi, também, anteriormente identificada por
Dreisbach e colaboradores em 2010 [142]. Esta proteina foi identificada originalmente
por Copeland em 2007 [143] e localizada no citoplasma por esta equipa. Dreisbach
provou que esta proteina também estava associada a parede celular [142] refor¢ando a
ideia, j4 defendida pelos investigadores na drea da protedmica de superficie exposta, de
que possa ser necessdrio rever a previsao e os modelos de previsdo da localizacdo das
proteinas nas células.

A plasticidade gendmica e a heterogeneidade de expressdo pode ter um
impacto profundo sobre a composi¢do dos envelopes celulares em diferentes linhagens
de S. aureus, ou mesmo em diferentes estirpes de uma linhagem. A presenca de 24 genes
em S. aureus para proteinas de superficie envolvidas na adesdo e 13 genes para proteinas
secretadas envolvidas na evasdo imune foram recentemente identificados nas 58
sequéncias completas disponiveis [2].

A deteccdo de proteinas previstas como intracelulares na superficie da célula
¢ surpreendente, mas ndo inesperada. Numerosos estudos tém sido publicados
identificando uma funcdo moonlighting destas proteinas na superficie da célula.

Curiosamente, algumas destas proteinas também estao envolvidas na patogenicidade.
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Na Tabela 1 encontram-se descritas as proteinas que, em trabalhos prévios
foram localizadas na superficie celular de S.aureus. Embora as proteinas ribossomais
estejam, teoricamente, associadas a fungdes citoplasmadticas, estudos recentes tém

identificado cada vez mais estas proteinas na superficie celular [142].

Tabela 1. Proteinas ribossomais identificadas na superficie exposta da célula.

Accession Estirpe onde
Nome da proteina Referéncia

(Uniprot) foi identificada

Q6GFYS8 30S ribosomal protein

ATX5B4 508 ribosomal protein L13
ATWYWO 508 ribosomal protein L11 USA300 [142]
ATWYS58 30S ribosomal protein S6

BOFZES Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1

Apesar de numa primeira andlise aos resultados da identificagcdo por LC-
MS/MS através da base proteica Uniprot, apenas 3 proteinas apresentaram localizacao
associada a superficie exposta da célula, por revisdo de bibliografia ou com ajuda do
PSORTD foi atribuida a 10 proteinas uma localizag¢ao na superficie exposta da célula. Tal
como os trabalhos apresentados nesta discussao cada vez mais sao identificadas proteinas
que teoricamente ndo estariam presentes neste local celular. Neste estudo apenas foi
possivel identificar 10 proteinas, mas o desafio mantém-se, pois cerca de 49% das

proteinas identificadas nao apresentam localizacao associada.

5.3. Proteoma Extracelular

De forma semelhante a outras bactérias Gram-positivas, a patogenicidade de
S. aureus é, em grande medida, dependente da secrecdo de inumeros factores de
viruléncia extracelulares. Por conseguinte, o desempenho clinico de antibidticos para o
tratamento de S. aureus € determinado ndo s6 pela sua actividade bactericida ou
bacteriostatica, mas também pelos seus efeitos sobre a libertacao de factores de viruléncia
[144].

Neste estudo das nove proteinas previstas como extracelulares, duas delas
relacionam-se com viruléncia: a proteina de ligacdo a imunoglobolina sbi (Accession
Number A7X659, Tabela 2) € a subunidade F da Leucocidina. A sbi € uma das adesinas
que facilitam a evasdo a resposta imune do hospedeiro e a coloniza¢do do hospedeiro
através da ligacdo as proteinas do citoplasma as células endoteliais hospedeiras. A

subunidade F da Leucocidina pertence a Panton-Valentine Leukocidin (PVL), uma das
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toxinas mais importantes no processo de infec¢do de S. aureus. PVL € um bicomponente
de leucotoxina de formacdo de poros que esteve associado a infec¢des da pele e tecidos
moles em 1932 por Panton e Valentine [145]. Esta toxina € codificada por dois genes,
contiguos: lukF-PV e lukS-PV, que residem no genoma de varios bacteriéfagos [146].

Para além destas 2 proteinas classificadas como extracelulares, também foram
identificadas mais 2 proteinas associadas a patogenicidade de S. aureus, mas as quais nao
foi possivel atribuir localizagdo na Uniprot. As 2 proteinas (Accession Number FOKZ14
e H4BPR3, Tabela 2) pertencem a familia das proteinas hemoliticas e como tal possuem
uma actividade hemolitica e no caso da proteina antibacteriana 1 (F9KZ14), inibe a
crescimento de gonococci. No conjunto das 9 proteinas extracelulares, identificaram-se
duas proteinas putativas ndo caracterizadas (Accession Number H7G701 e D2FNS2). Sao
proteinas de fung¢do desconhecida cuja localizacdo foi atribuida unicamente pela
sequéncia aminoacidica.

A capacidade de S. aureus colonizar o sistema respiratorio superior humano
€ um pré-requisito essencial para a doenga. A isdA € uma das principais proteinas de
superficie de S. aureus que é expressa durante a infec¢do humana, sendo necessaria para
a colonizagdo nasal e sobrevivéncia sobre a pele humana [147]. No presente estudo, a
proteina isdA (Accession Number H7G3A4, Tabela 2) foi identficada. Esta proteina actua
também como adesina celular e promove a ligacdo de células inteiras a proteinas

imobilizadas [147].

Tabela 2. Proteinas identificadas no proteoma extracelular e respectivas localiza¢des prevista pela Uniprot.

Accession ) L
(Uniprot) Nome da Proteina Localizacao
H7G701 Proteina ndo caracterizada Regido extracelular
H7G3A4 isdA Parede Celular
A7X659 Proteina de liga¢do a imunoglobolina sbi Secrecio
HOCIZ5 Lipase Triacilglicerol Secrecdo
HOCJP3 Sphingomyelin phosphodiesterase Regido extracelular
G7ZQA4 Transglicosilase sceD Regido extracelular
F5WI91 Heme uptake protein Parede Celular
D2FNS2 Proteina putative ndo caracterizada Regido extracelular
H7G6G2 Subunidade F da leucocidina Regido extracelular
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5.4. Integracao dos trés proteomas

Através da utilizacdo de uma ferramenta bioinformética de desenho de
diagramas de Venn, disponivel online (http://bioinformatics.psb.ugent.be) e do diagrama
de Venn resultante verificou-se que quando comparados os trés proteomas, existem
algumas proteinas que sdo comuns a diferentes proteomas. Nao se verificou a existéncia
de proteinas comuns entre os trés proteomas mas quando sobrepostas as identificacoes
entre o proteoma citoplasmatico e o proteoma da superficie celular exposta, 2 proteinas
sdo comuns, a transketolase (FOD1W7) e a formate-tetrahydrofolate ligase (Q2G296).
Por sua vez quando comparados o proteoma da superficie celular e o proteoma
extracelular o nimero de identificacdes comuns aumenta para 37 proteinas comuns. Ja
uma ultima comparagdo entre o proteoma citoplasmatico e o proteoma extracelular nao
revela qualquer proteina em comum.

Esta andlise através do diagrama de Venn permite uma melhor visualizagdo
geral do contetido proteico das trés componentes em estudo (citoplasma, superficie
exposta e meio extracelular), pois disponibliza uma forma rdpida de avaliar com maior
exactiddo o sucesso das extracgdes proteicas e das contaminagdes de proteinas ndo
pertencentes aos varios proteomas.

Embora os dados relativos as identificagdes por espectrometria de massa e
consequente interrogacdo da base de dados Uniprot tenham apontado para contaminacodes
do proteoma da superficie exposta e extracelular na ordem dos 50% e 40%
respectivamente, o mesmo ndo se confirmou quando os nomes das proteinas foram
sujeitos a uma andlise estatistica (diagrama de Venn). No diagrama de Venn (Figura 13),
as potenciais contaminagdes com proteinas consideradas internas baixaram para menos
de 1% no proteoma da superficie exposta e 1% para o proteoma extracelular. Neste tipo
de andlise a identidade da proteina fica em segundo plano pois o interesse reside no
nimero de proteinas identificadas num determinado proteoma que nao pertengam a esse
mesmo proteoma. A percentagem de contaminagdes proteicas obtidas no presente estudo
reforcam a informacdo na bibliografia actual, com taxas de 40 a 50% de contaminacdes
com proteinas citoplasmadticas. J4 as baixas percentagens reveladas pelo estudo, assim
como os valores de O presentes no diagrama de Venn (Figura 13) devem-se,
provavelmente, ao facto de o proteoma usado como ‘“‘controlo” para as proteinas

citoplasmadticas ter sido obtido pela técnica de 2-DE; a excisdo de spots no gel
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bidimensional, embora criteriosa € minuciosa, nunca permite o levantamento de todas a

proteinas presentes no gel.

Proteoma Total Proteoma Shaving

Exoproteoma

Figura 13. Diagrama de Venn integrante de todas a proteinas identificadas.
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6. Conclusao e perspectivas futuras

No final desta dissertacdo de mestrado foi possivel verificar que todos os
objectivos foram atingidos com sucesso.

Ao nivel técnico, estes resultados evidenciaram uma elevada taxa de sucesso
na obten¢do de proteinas. Foi possivel extrair e solubilizar eficazmente as proteinas.

Neste trabalho, foram realizados varios ensaios de electroforese
bidimensional de forma a determinar o protocolo que garantisse melhores resultados de
separacdo proteica. Como resultado destes diferentes ensaios, foi possivel definir um
protocolo base de electroforese bidimensional para S. aureus, permitindo assim obter
proteomas bem definidos com elevado nimero de spots proteicos.

O proteoma citoplasmatico da estirpe em estudo foi avaliado e 85% das
proteinas foram identificadas, com um score de 100, como pertencentes a S. aureus. Este
resultado revelou uma taxa elevada de coeréncia dos métodos utilizados: a extrac¢ao de
proteinas, 2-DE e MALDI-TOF.

O perfil proteico revelou caracteristicas fenotipicas e proporcionou uma
excelente aproximacao da informacdo do genoma de um microrganismo, assim como a
regulacdo metabdlica e a fisiologia celular global em MRSA. Este resultado provou ser
uma ferramenta essencial para a avaliagao da condicao fisiologica do patogéneo durante
o processo de infecc¢ao.

Os resultados deste estudo permitiram, ainda, a comparagdo entre o proteoma
e as respectivas proteinas de MRSA ST398 com outras linhagens genéticas de S. aureus,
a fim de identificar proteinas especificas da linhagem ST398, tanto ao nivel intra e
extracelular como ao nivel da superficie exposta da célula bacteriana.

Com a comparagao entre os trés proteomas em estudo, foi possivel fazer o
crosslink entre proteinas presentes no interior e exterior da célula.

O valor de 0 proteinas comuns entre os trés proteomas, embora teoricamente
impossivel, implica, obrigatoriamente, a presenca de proteinas no proteoma
citoplasmatico associadas ao exterior celular. Este resultado reforca a importancia deste
estudo pois, as proteinas nao identificadas no gel bidimensional poderdo estar associadas
a mecanismos de patogenicidade da bactéria e/ou a mecanismos importantes do processo
de sobrevivéncia celular. A impossibilidade de identificar a totalidade das proteinas
presentes no gel bidimensional e a consequente falta de identifica¢do de proteinas comuns

entre os trés proteomas projectam este trabalho para futuros estudos protedmicos.
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6. Conclusdo e perspectivas futuras

Este trabalho traz assim uma nova perspectiva no estudo da patogenicidade,
resisténcia a antibidticos € o normal funcionamento de uma célula bacteriana,
possibilitando obter um tipo de informacao que antes se encontrava fora do alcance dos
estudos genéticos habituais.

Estudos como o presente possibilitam a correlagdo dos resultados proteicos
com sequéncias obtidas de amplicdes com a utilizacdo de primers especificos, de
tecnologias que permitam analisar e avaliar a expressdo génica (PCR multiplex e RT-
PCR). No contexto do estudo da expressao proteica, a protedmica comparativa e o estudo
das vias metabdlicas (pathway analysis) sdo areas cientificas de grande potencial.

A avaliacdo comparativa e a integracdo de ambos, genoma e proteoma, a
escala técnica, especialmente quando quantitativa, permitird melhorar o nosso
conhecimento sobre o crescimento bacteriano, viruléncia e relagdo com o seu ambiente.

A proteémica e identificacdo de proteinas por 2-DE correlacionada com
MALDI/TOF-TOF e bases de dados de bioinformédtica deverdo tornar-se cada vez mais
essenciais para a elucidacdo dos mecanismos de patogenicidade e resisténcia a

antibioticos.
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Anexo

Tabela A1. Proteinas identificadas nos 105 spots excisados do gel 2-DE. A Tabela Al encontra-
se publicada na revista de circulacdo internacional com arbitragem cientifica Journal of
Proteomics, no artigo intitulado ‘“Proteome of a methicillin-resistant Staphylococcus aureus
clinical strain of sequence type ST398.” Podendo ser consultada online em

(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187 4391911007172).






Tabela A3. Proteinas identificadas no Exoproteoma.
Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
s 2EXO
3EXO
D2N627 Bifunctional Staphylococcus 32 811,96 136,6 | 9,60 Glycosidase [1]
autolysin aureus (strain 827,23
MRSA ST398/ 2814,30
isolate S0385)
H7G701 Uncharacterized Staphylococcus 26 207556 | 24,2 6,40 Extracellular
protein aureus subsp. 9006,84 region
aureus DR10 6741,00
ATWYX6 | Elongation factor | Staphylococcus tuf 15 3920,64 | 43,1 4,86 Promotes the GTP-dependent binding of | Cytoplasm Protein [2]
Tu aureus (strain 2666,18 aminoacyl-tRNA to the A-site of biosynthesis
Mu3/ATCC 2308,01 ribosomes during protein biosynthesis
700698)
D2UJV3 Elongation factor | Staphylococcus fusA 11 1323,83 | 65,3 4,81 Catalyzes the GTP-dependent ribosomal | Cytoplasm Protein [3]
G aureus subsp. 1320,71 translocation step during translation biosynthesis
aureus H19 591,84 elongation.
Catalyzes the coordinated movement of
the two tRNA molecules, the mRNA and
conformational changes in the ribosome
H7G3A4 IsdA Staphylococcus IsdA 11 464,24 39,0 9,64 Cell wall [4]
aureus subsp. 578,41
aureus DR10 1066,22
Q2FH36 Cold shock Staphylococcus CspA 8 663,20 7,3 4,56 Involved in cold stress response Cytoplasm Regulation of [5]
protein CspA aureus (strain 1379,16 transcription
USA300) 1103,51
FIL2X6 N- Staphylococcus 8 286,96 66,6 6,37 Peptidoglycan [6]
acetylmuramoyl- aureus subsp. 297,93 catabolic
L-alanine amidase | aureus 21269 300,27 process
ATX659 Immunoglobulin- | Staphylococcus shi 7 278,95 48,9 9,38 Interacts with components of both the | Secreted Virulence [2]
binding protein aureus (strain --- adaptive and innate host immune system,
sbi Mu3/ATCC 720,69 thereby protecting the cell against the host
700698) immune response
BOFZE8 Glyceraldehyde- Staphylococcus 7 1666,31 | 36,3 5,05 Glucose [7]
3-phosphate aureus subsp. gapC 804,34 metabolic
dehydrogenase 1 aureus 115,55 process




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
H4FZN8 Phosphopyruvate | Staphylococcus eno 7 1083,40 | 46,0 4,61 Glycolysis [8]
hydratase aureus subsp. 304,95
(Fragment) aureus 1S-157
H4CIR4 Putative exported | Staphylococcus 7 137,99 16,6 9,03 9]
protein aureus subsp.
aureus 683,78
CIGC345D
HOCIZ5 Triacylglycerol Staphylococcus 7 76,5 8,92 Secreted Hydrolase [6]
lipase aureus subsp. 229,28
aureus 21331 671,77
C5N3P6 Thermonuclease Staphylococcus nuc 7 288,90 23,9 9,42 Hydrolase [10]
aureus subsp.
aureus 653,90
USA300_TCH95
9
HOCJP3 Sphingomyelin Staphylococcus sph 6 390,98 31,1 7,93 Extracellular [6]
phosphodiesterase | aureus subsp. --- region
(Fragment) aureus 21334 723,30
ABQEJ2 50S ribosomal Staphylococcus rplL 5 1219,44 | 12,7 4,65 Seems to be the binding site for several of | Ribosome Translation [11]
protein aureus (strain 818,42 the factors involved in protein synthesis
Newman) and appears to be essential for accurate
translation
H4BSS0 50S ribosomal Staphylococcus rpIM 5 735,85 15,7 9,11 This protein is one of the early assembly | Ribosome Translation [9]
protein L13 aureus subsp. --- proteins of the 50S ribosomal subunit,
aureus --- although it is not seen to bind rRNA by
CIGC341D itself. It is important during the early
stages of 50S assembly
C8MXT8 | Elongation factor | Staphylococcus 5 1003,48 | 27,0 4,92 Associates with the EF-Tu.GDP complex | Cytoplasm Protein [12]
Ts (Fragment)] aureus A9763 864,18 and induces the exchange of GDP to GTP. biosynthesis
It remains bound to the aminoacyl-
tRNA.EF-Tu.GTP complex up to the
GTP hydrolysis stage on the ribosome
H6LRJ8 Chaperone protein | Staphylococcus HSP70 5 1011,82 | 53,9 4,88 Stress response | [13]
DnaK aureus subsp. 559,00

aureus VC40




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
H3XSS6 Triosephosphate Staphylococcus 5 550,64 13,9 4,56 Glycolysis [8]
isomerase aureus subsp. 743,19
aureus 1S-88 344,52
D8HBY4 | Trigger factor Staphylococcus tig 5 887,91 48,6 4,42 Involved in protein export. Acts as a | Cytoplasm Cell division [14]
aureus subsp. 701,97 chaperone by maintaining the newly
aureus (strain 310,79 synthesized protein in an open
ED133) conformation. Functions as a peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase
H4CY90 Secretory antigen | Staphylococcus 5 29,3 8,94 [9]
ssaA2 aureus subsp. 45291
aureus C1G547 323,57
G7ZQA4 | Probable Staphylococcus 5 23,9 5,88 Extracellular [15]
transglycosylase aureus subsp. 112,21 region
sceD aureus 260,39
MSHR1132
ATWXP7 | L-lactate Staphylococcus ldhl 4 552,04 34,5 5,07 Appears to be the primary factor that | Cytoplasm Glycolysis [2]
dehydrogenase 1 aureus (strain 179,40 allows S.aureus growth during nitrosative
Mu3/ATCC --- stress in  both  aerobically and
700698) anaerobically cultured cells
Q8VTM6 | 60 kDa Staphylococcus groL 4 394,98 56,2 4,68 Prevents misfolding and promotes the | Cytoplasm Protein [16]
chaperonin 2 aureus 621,15 refolding and proper assembly of refolding
556,92 unfolded polypeptides generated under
stress conditions
H4BWWS3 | Pyruvate Staphylococcus pdhB 4 305,07 34,7 4,73 Oxidoreductase | [9]
dehydrogenase E1 | aureus subsp. ---
component aureus
subunit beta CIGC341D
H4BST4 30S ribosomal Staphylococcus rpsH 4 1431,96 | 14,6 9,33 One of the primary rRNA binding | Ribosome Translation [9]
protein S8 aureus subsp. 927,94 proteins, it binds directly to 16S rRNA
aureus 288,34 central domain where it helps coordinate
CIGC341D assembly of the platform of the 30S
subunit
FOK9Y?2 Alkaline shock Staphylococcus asp 4 2024,49 | 19,2 5,20 [6]

protein 23

aureus subsp.
aureus 21235




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
FOD4Y9 Staphopain Staphylococcus 4 --- 431 9,66 Proteolysis [17]
cysteine aureus O11 ---
proteinase 396,69
F5WI91 Heme uptake Staphylococcus isdC 4 123,65 242 8,44 Cell wall Heme transport | [6]
protein aureus subsp. ---
aureus 21318 140,18
D2FNS2 Putative Staphylococcus 4 40,4 9,29 Extracellular | Cytolysis in [3]
uncharacterized aureus subsp. region other organism
protein aureus D139 286,42
ATWZS6 | Phosphoglycerate | Staphylococcus pgk 3 462,19 42,6 5,33 Cytoplasm Glycolysis [2]
kinase aureus (strain
Mu3/ATCC
700698)
Q5HHO02 Phosphocarrier Staphylococcus ptsH 3 289,62 9,5 4,67 General (non sugar-specific) component | Cytoplasm Phosphotransfe | [18]
protein HPr aureus (strain of the phosphoenolpyruvate-dependent rase system;
COL) sugar phosphotransferase system (sugar Sugar
PTS). This major carbohydrate active- transport;

transport ~ system catalyzes  the
phosphorylation of incoming sugar
substrates concomitantly with their

translocation across the cell membrane.
The phosphoryl group from
phosphoenolpyruvate (PEP) is transferred
to the phosphoryl carrier protein HPr by
enzyme |. Phospho-HPr then transfers it
to the permease (enzymes I1/111).

P-Ser-HPr interacts with the catabolite
control protein A (CcpA), forming a
complex that binds to DNA at the
catabolite response elements cre, operator
sites preceding a large number of
catabolite-regulated genes. Thus, P-Ser-
HPr is a corepressor in carbon catabolite
repression (CCR), a mechanism that
allows bacteria to coordinate and

Transcription;
Transcription
regulation;
Transport




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
optimize the utilization of available
carbon sources.
ATX5F4 50S ribosomal Staphylococcus rplP 3 235,46 16,2 10,64 | Binds 23S rRNA and is also seen to make | Ribosome Translation [2]
protein L16 aureus (strain contacts with the A and possibly P site
Mu3/ATCC tRNAs
700698)
ATX5G2 50S ribosomal Staphylococcus rplD 3 1901,97 | 22,5 9,91 One of the primary rRNA binding | Ribosome Translation [2]
protein L4 aureus (strain 3261,51 proteins, this protein initially binds near
Mu3/ATCC the 5'-end of the 23S rRNA. It is important
700698) during the early stages of 50S assembly.
It makes multiple contacts with different
domains of the 23S rRNA in the
assembled 50S subunit and ribosome
Q6GFY8 | 30S ribosomal Staphylococcus rpsD 3 627,88 23,0 10,02 | One of the primary rRNA binding | Small Translation [19]
protein S4 aureus (strain proteins, it binds directly to 16S rRNA | ribosomal
MRSA252) where it nucleates assembly of the body | subunit
of the 30S subunit
H7G2N7 Pyruvate kinase Staphylococcus 3 257,97 63,1 5,30 Glycolysis [4]
aureus subsp. ---
aureus DR10 ---
H4GY77 Ribosomal protein | Staphylococcus rplA 3 886,09 245 8,43 Binds directly to 23S rRNA. The L1 stalk | Large Translation [9]
L1 aureus subsp. 618,20 is quite mobile in the ribosome, and is | ribosomal
aureus CIG1500 331,30 involved in E site tRNA release. subunit
Protein L1 is also a translational repressor
protein, it controls the translation of the
L11 operon by binding to its mMRNA
B3VKN3 | 50S ribosome Staphylococcus rap 3 306,59 30,0 10,76 | One of the primary rRNA binding | Large Translation [7]
protein aureus GN 575,37 proteins. Required for association of the | ribosomal
30S and 50S subunits to form the 70S | subunit

ribosome, for tRNA binding and peptide
bond formation. It has been suggested to
have peptidyltransferase activity; this is
somewhat controversial. Makes several
contacts with the 16S rRNA in the 70S
ribosome.




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
D6HHK6 | 50S ribosomal Staphylococcus 3 308,54 8,5 5,86 This protein binds to 23S rRNA in the | Ribosome Translation [3]
protein aureus subsp. --- presence of protein L20
aureus 58-424 276,56
H1SS25 DAK2 domain Staphylococcus 3 219,40 60,5 4,74 Glycerol [6]
fusion protein aureus subsp. 244,27 metabolic
aureus 21262 process
YloV
F3SQT3 GMP synthase Staphylococcus guaA 3 151,30 58,0 5,00 Catalyzes the synthesis of GMP from | Cytoplasm GMP [20]
[glutamine- warneri VCU121 537,32 XMP biosynthetic;
hydrolyzing] Glutamine
metabolic
process;
tRNA
processing
C5QPP7 DNA-directed Staphylococcus rpoC 3 277,02 134,1 | 6,11 DNA-dependent  RNA  polymerase Transcription [10]
RNA polymerase | epidermidis catalyzes the transcription of DNA into
subunit beta’ M23864:W1 RNA using the four ribonucleoside
triphosphates as substrates
D9RGJ6 Translation Staphylococcus infB 3 223,61 77,5 5,17 One of the essential components for the | Cytoplasm Protein [21]
initiation factor aureus (strain --- initiation of protein synthesis. Protects biosynthesis
IF-2 JKD6159) - formylmethionyl-tRNA  from  sponta-
neous hydrolysis and promotes its binding
to the 30S ribosomal subunits. Also
involved in the hydrolysis of GTP during
the formation of the 70S ribosomal
complex
A51Q66 Cysteine synthase | Staphylococcus 3 127,38 33,0 5,25 Cysteine [22]
aureus (strain JH9 --- biosynthetic
107,88 process from
serine
Q5TKS1 Beta-ketoacyl- Staphylococcus fabH 3 433,39 32,7 4,89 Cytoplasm Fatty acid [23]
ACP synthase 111 aureus --- biosynthetic
(Fragment) 240,21 process
C8A845 Alkyl Staphylococcus 3 --- 21,0 5,05 Response to [3]
hydroperoxide aureus subsp. --- oxidative stress
aureus 68-397 496,62




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
reductase subunit
C
E7MVE5 | 50S ribosomal Staphylococcus rplE 3 917,57 18,3 9,38 This is 1 of the proteins that binds and Translation [24]
protein L5 aureus subsp. probably mediates the attachment of the
aureus MRSA131 5S RNA into the large ribosomal subunit,
where it forms part of the central
protuberance. In the 70S ribosome it
contacts protein S13 of the 30S subunit
(bridge B1b), connecting the 2 subunits;
this bridge is implicated in subunit
movement. Contacts the P site tRNA; the
5S rRNA and some of its associated
proteins might help stabilize positioning
of ribosome-bound tRNAs
F3TH19 Threonine--tRNA | Staphylococcus thrS 3 219,33 74,2 5,31 Cytoplasm Protein [20]
ligase aureus subsp. biosynthesis
aureus 21193
H4HM14 | Lipoteichoic acid | Staphylococcus ItaS 3 --- 69,0 8,87 [9]
synthase aureus subsp. ---
aureus C1G290 169,27
A6U106 Cell division Staphylococcus ftsZ 3 418,53 41,1 4,98 Essential cell division protein that formsa | Cytoplasm Cell cycle; [22]
protein ftsZ aureus (strain 720,86 contractile ring structure (Z ring) at the Cell division;
JH1) future cell division site. The regulation of Septation
the ring assembly controls the timing and
the location of cell division. One of the
functions of the FtsZ ring is to recruit
other cell division proteins to the septum
to produce a new cell wall between the
dividing cells. Binds GTP and shows
GTPase activity
H7G6G2 Leukocidin F Staphylococcus 3 38,6 8,24 Extracellular | Pathogenesis 4]
subunit aureus subsp. region
aureus DR10 142,14
F3TMS3 MAP domain Staphylococcus 3 --- 11,3 9,09 [20]
protein aureus subsp. 139,87
aureus 21193 162,62




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
D2UHD2 | SsaA Staphylococcus 3 --- 16,9 6,24 [3]
aureus subsp. 628,58
aureus H19 611,13
A7X6Y6 | Fructose- Staphylococcus fda 2 150,16 33,0 4,98 Glycolysis [2]
bisphosphate aureus (strain
aldolase class 1 Mu3/ATCC
700698)
ATX319 Transcription Staphylococcus greA 2 107,73 17,7 4,59 Necessary for efficient RNA polymerase Transcription [2]
elongation factor aureus (strain transcription elongation past template-
GreA Mu3/ATCC encoded arresting sites. The arresting sites
700698) in DNA have the property of trapping a
certain fraction of elongating RNA
polymerases that pass through, resulting
in locked ternary complexes. Cleavage of
the nascent transcript by cleavage factors
such as GreA or GreB allows the
resumption of elongation from the new
3'terminus. GreA releases sequences of 2
to 3 nucleotides
ATX451 Probable Staphylococcus ppaC 2 329,42 34,0 4,86 Cytoplasm [2]
manganese- aureus (strain ---
dependent Mu3/ATCC
inorganic 700698)
pyrophosphatase
ATWYWO | 50S ribosomal Staphylococcus rplK 2 221,55 14,9 8,98 Ribosome Translation [2]
protein L11 aureus (strain ---
Mu3/ATCC 253,63
700698)
AT7X5D4 | 50S ribosomal Staphylococcus rplO 2 522,99 15,6 10,29 | Binds to the 23S rRNA Large Translation [2]
protein L15 aureus (strain ribosomal
Mu3/ATCC subunit
700698)
ATX3Al 50S ribosomal Staphylococcus rplT 2 --- 13,7 11,25 | Binds directly to 23S ribosomal RNA and | Ribosome Translation [2]
protein L20 aureus (strain --- is necessary for the in vitro assembly
Mu3/ATCC 149,48 process of the 50S ribosomal subunit.

700698)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
ATX5E1 50S ribosomal Staphylococcus rplF 2 151,09 19,8 9,54 This protein binds to the 23S rRNA, and | Ribosome Translation [2]
protein L6 aureus (strain --- is important in its secondary structure. It
Mu3/ATCC is located near the subunit interface in the
700698) base of the L7/L12 stalk, and near the
tRNA binding site of the peptidyltrans-
ferase center
D6SDDO Inosine-5'- Staphylococcus guaB 2 228,86 52,8 5,78 Catalyzes the conversion of inosine 5'- GMP [25]
monophosphate aureus subsp. phosphate (IMP) to xanthosine 5'- biosynthetic
dehydrogenase aureus MN8 phosphate (XMP), the first committed and process
rate-limiting step in the de novo synthesis
of guanine nucleotides, and therefore
plays an important role in the regulation
of cell growth
H3YMA2 | DNA-directed Staphylococcus rpoB_1 | 2 249,59 108,9 | 4,98 DNA-dependent  RNA  polymerase Transcription [8]
RNA polymerase, | aureus subsp. catalyzes the transcription of DNA into
beta subunit aureus 1S-111 RNA using the four ribonucleoside
(Fragment) triphosphates as substrates
D2FQAS8 Hydroxymethylgl | Staphylococcus 2 286,29 43,2 5,06 Isoprenoid [3]
utaryl-CoA aureus subsp. --- biosynthetic
synthase aureus D139 - process
D2GEM7 | FeS assembly Staphylococcus 2 170,69 28,3 4,97 ATP catabolic [3]
ATPase SufC aureus subsp. process
aureus Btn1260
H3YW95 | Alanine--tRNA Staphylococcus alaS 2 261,19 94,4 5,05 Cytoplasm Protein [8]
ligase (Fragment) | aureus subsp. --- biosynthesis
aureus 1S-122 -
GbhJGX4 Endopeptidase Staphylococcus 2 99,59 91,1 5,57 Protein [26]
simiae CCM 7213 metabolic
process
H3ZWH2 | Ribosomal protein | Staphylococcus 2 180,03 12,2 9,57 Small Translation [8]
S3, N-terminal aureus subsp. --- ribosomal
domain protein aureus 1S-125 --- subunit
D2GAR6 | Asparaginyl- Staphylococcus 2 114,12 29,7 4,93 Cytoplasm Protein [3]
tRNA synthetase aureus subsp. --- biosynthesis
(Fragment) aureus

WW2703/97




Accession | Description Species Protein | X# MW calc. Localization | Biological Ref.
Name Peptide [kDa] | pl Process
S
H3XYU4 | Glutamine Staphylococcus glnA 2 40,8 511 Cytoplasm Glutamine [8]
synthetase aureus subsp. biosynthetic
aureus 1S-91 process
D2GH82 | tRNA-binding Staphylococcus 2 23,2 4,67 [3]
domain- aureus subsp.
containing protein | aureus Btn1260
FIL508 50S ribosomal Staphylococcus rplD 2 22,5 9,95 Ribosome Translation [20]
protein L4 capitis VCU116
DOK9M2 | 3-hexulose-6- Staphylococcus hxIA 2 22,4 4,75 'de novo' [27]
phosphate aureus (strain pyrimidine
synthase ED98) nucleobase
biosynthetic
process
D8HG43 Probable Staphylococcus mqo 2 56,0 6,81 Tricarboxylic [14]
malate:quinone aureus subsp. acid cycle
oxidoreductase 2 aureus (strain
ED133)
D2FKW8 | Dihydrolipoyllysi | Staphylococcus 2 45,6 5,03 [3]
ne-residue aureus subsp.
acetyltransferase aureus D139
component
H4BZU1 | Acetate kinase Staphylococcus ackA 2 41,8 5,68 Cytoplasm Acetyl-CoA [9]
aureus subsp. biosynthetic
aureus process
CIGC341D
H7G3Q1 3-oxoacyl-[acyl- Staphylococcus 2 43,7 5,25 Fatty acid [4]
carrier-protein] aureus subsp. biosynthesis;
synthase 2 aureus DR10 Fatty acid
metabolism
C5N1R8 NADH Staphylococcus ahpF 2 54,7 4,79 Cell redox [10]
dehydrogenase aureus subsp. homeostasis

aureus
USA300_TCH95
9




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
H4ACDT1 | Pyridoxal Staphylococcus pdxS 2 231,64 30,2 5,02 Involved in the production of pyridoxal Pyridoxal [9]
biosynthesis lyase | aureus subsp. --- phosphate, probably by incorporating phosphate
PdxS aureus CIG1770 ammonia into the pyridine ring biosynthetic
process
C7ZWE1 | Isoleucyl-tRNA Staphylococcus 2 87,88 85,1 5,22 Cytoplasm Protein [3]
synthetase aureus subsp. biosynthesis
aureus 55/2053
D2G9F6 Transketolase Staphylococcus 2 210,88 58,4 5,03 [3]
(Fragment) aureus subsp.
aureus
WW2703/97
FOP5K0 DNA-binding Staphylococcus hup 2 9,6 9,52 DNA [28]
protein HU pseudintermedius condensation
(strain ED99) 155,00
H4G4R3 Putative Staphylococcus 2 91,54 23,0 4,83 [8]
uncharacterized aureus subsp.
protein aureus 1S-160 ---
(Fragment)
D2GGI7 Transcriptional Staphylococcus 2 196,39 22,9 8,16 Sequence- [3]
repressor aureus subsp. --- specific DNA
aureus Btn1260 binding
H4G2K3 GMP synthase Staphylococcus 2 52,9 5,15 Cytoplasm GMP [8]
(Glutamine- aureus subsp. biosynthetic
hydrolyzing), C- aureus 1S-160 278,26 process
terminal domain
protein
(Fragment)
Q5TKS2 Beta-ketoacyl- Staphylococcus fabG 2 153,52 24,6 5,30 Fatty acid [23]
ACP reductase aureus biosynthetic
(Fragment) process
H4GB84 Ribose-phosphate | Staphylococcus prs 2 102,13 33,5 6,06 Cytoplasm Nucleotide [8]
diphosphokinase aureus subsp. --- biosynthesis
aureus 1S-189 -
D1Q9K5 CoeA disulfide Staphylococcus 2 152,31 31,5 5,92 Cytoplasm Cell redox [12]

reductase
(Fragment)

aureus A9765

homeostasis




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
FIOKF96 Putative Staphylococcus 2 306,60 29,1 5,35 Carbohydrate [8]
glutamine-- aureus subsp. --- metabolic
fructose-6- aureus 21235 process
phosphate
transaminase
(Isomerizing)
E5R9H7 Cold shock Staphylococcus 2 293,81 74 4,54 Cytoplasm Regulation of [29]
protein cspC aureus (strain transcription,
ECT-R 2) DNA-
dependent
10JDV4 Cell shape- Staphylococcus 2 31,0 9,01 Involved in formation and maintenance of Cell shape [30]
determining aureus subsp. cell shape
protein MreC aureus HO 5096 125,42
0412
FSWPEL1 | Translation Staphylococcus 2 100,98 14,8 5,17 Protein [20]
elongation factor aureus subsp. biosynthesis
P aureus 21318
H3YUY4 | Putative Staphylococcus 2 246,54 19,8 5,44 [8]
uncharacterized aureus subsp. ---
protein aureus 1S-111 ---
(Fragment)
C4WBU2 | Purine nucleoside | Staphylococcus deoD 2 98,89 25,9 4,91 Purine [31]
phosphorylase warneri L37603 nucleoside
DeoD-type metabolic
process
D2GDH7 | 1- Staphylococcus 2 --- 30,7 7,02 Lipid metabolic | [3]
phosphatidylinosit | aureus subsp. --- process
ol aureus 284,51
phosphodiesterase | WW2703/97
(Fragment)
H4BPR3 Hemolytic family | Staphylococcus 2 195,08 45 4,91 Pathogenesis [9]
protein aureus subsp. ---
aureus CIG1057 -
D2GE09 Manganese - Staphylococcus 2 151,96 34,7 8,66 Cell adhesion [3]

binding protein]

aureus subsp.
aureus Btn1260




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | 1EXO [kDa] | pl Process
S 2EXO
3EXO
H3YGV0 | CHAP domain Staphylococcus 2 --- 19,7 6,35 Cell wall [8]
protein aureus subsp. --- macromolecule
(Fragment) aureus 1S-105 396,06 catabolic
process
F9KZ14 Antibacterial Staphylococcus 2 45 5,72 Pathogenesis [20]
protein 1 aureus subsp. ---
aureus 21269 102,78
HOCAY6 | N- Staphylococcus sle_2 2 32,5 9,63 Cell wall [6]
acetylmuramoyl- aureus subsp. macromolecule
L-alanine amidase | aureus 21194 306,11 catabolic

Slel

process
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Tabela A2. Proteinas identificadas pelo método de Shaving celular.
Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
H1SMAOQ | Translation Staphylococcus tuf 31 734745 | 43,1 4,89 This protein promotes the GTP-dependent | Cytoplasm GTP catabolic [1]
elongation factor aureus subsp. 5832,15 binding of aminoacyl-tRNA to the A-site process
Tu aureus 21252 6109,92 of ribosomes during protein biosynthesis
AB6QEJ9 Elongation factor | Staphylococcus fusA 24 4171,01 | 76,6 4,91 Catalyzes the GTP-dependent ribosomal | Cytoplasm GTP catabolic [2]
G aureus (strain 3763,47 translocation step during translation process
Newman) 4291,27 elongation. During this step, the ribosome
changes from the pre-translocational
(PRE) to the post-translocational (POST)
state as the newly formed A-site-bound
peptidyl-tRNA and P-site-bound
deacylated tRNA move to the P and E
sites,  respectively.  Catalyzes the
coordinated movement of the two tRNA
molecules, the mRNA and
conformational changes in the ribosome
BOFZE8 Glyceraldehyde- Staphylococcus gapC 23 6131,22 | 36,3 5,05 Glucose [3]
3-phosphate aureus subsp. 7392,26 metabolic
dehydrogenase 1 aureus 6286,94 process
ATX2Y1 Chaperone protein | Staphylococcus dnaK 18 3213,89 | 66,3 4,78 Acts as a chaperone Stress response | [4]
DnaK aureus (strain 2697,04
Mu3/ATCC 2231,19
700698)
C5N2wW8 | DNA-directed Staphylococcus rpoC 15 695,75 134,2 | 7,02 DNA-dependent RNA polymerase Transcription [5]
RNA polymerase | aureus subsp. 789,79 catalyzes the transcription of DNA into
subunit beta' aureus 872,79 RNA using the four ribonucleoside
USA300_TCH959 triphosphates as substrates
H7G2N7 Pyruvate kinase Staphylococcus 14 1754,29 | 63,1 5,30 Glycolysis [6]
aureus subsp. 1337,70
aureus DR10 1364,86
Q2YUD8 | 60 kDa Staphylococcus groL 12 803,65 57,5 4,64 Prevents misfolding and promotes the Cytoplasm Protein [7]
chaperonin aureus (strain -—- refolding and proper assembly of refolding
bovine RF122 / 828,26 unfolded polypeptides generated under
ET3-1) stress conditions




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
AB6QGF7 | Elongation factor | Staphylococcus tsf 12 1825,62 | 32,4 5,17 Associates with the EF-Tu.GDP complex | Cytoplasm Protein [2]
Ts aureus (strain 1967,80 and induces the exchange of GDP to biosynthesis
Newman) 1277,88 GTP. It remains bound to the aminoacyl-
tRNA.EF-Tu.GTP complex up to the
GTP hydrolysis stage on the ribosome
Q8VTM6 | 60 kDa Staphylococcus groL 12 56,2 4,68 Prevents misfolding and promotes the Cytoplasm Protein [8]
chaperonin 2 aureus 971,79 refolding and proper assembly of refolding
unfolded polypeptides generated under
stress conditions
D4uU980 DNA-directed Staphylococcus rpoB 12 352,30 133,1 | 5,03 DNA-dependent RNA polymerase Transcription [9]
RNA polymerase | aureus A9754 650,67 catalyzes the transcription of DNA into
subunit beta 423,25 RNA using the four ribonucleoside
triphosphates as substrates
H4FZN8 Phosphopyruvate | Staphylococcus eno 12 3433,86 | 46,0 4,61 Glycolysis [10]
hydratase aureus subsp. 3379,18
(Fragment) aureus 1S-157 3117,15
DI9RFF6 Triose-phosphate | Staphylococcus tpi 11 895,51 27,2 4,92 Cytoplasm Gluconeogenes | [11]
isomerase aureus (strain 1198,04 is
JKD6159) 671,30
ATX5B4 50S ribosomal Staphylococcus rpIM 10 509,14 16,3 9,31 This protein is one of the early assembly | Ribosome Translation [4]
protein L13 aureus (strain 690,19 proteins of the 50S ribosomal subunit,
Mu3 /ATCC 726,86 although it is not seen to bind rRNA by
700698) itself. It is important during the early
stages of 50S assembly
ATWYW?7 | DNA-directed Staphylococcus rpoB 10 352,30 133,1 | 5,02 DNA-dependent RNA polymerase Transcription [4]
RNA polymerase | aureus (strain 650,67 catalyzes the transcription of DNA into
subunit beta Mu3 /ATCC -—- RNA using the four ribonucleoside
700698) triphosphates as substrates
CB8A5K6 Transketolase Staphylococcus 9 212,90 35,2 4,73 [12]
domain- aureus subsp. 311,58
containing protein | aureus 65-1322 565,36
D9RMR1 | Aspartyl/glutamyl | Staphylococcus gatB 9 593,29 51,3 511 Allows the formation of correctly Protein [13]
-tRNA aureus (strain 848,79 charged Asn-tRNA(Asn) or GIn- biosynthesis
amidotransferase JKD6008) 572,13 tRNA(GIn) through the transamidation

subunit B

of misacylated Asp-tRNA(Asn) or Glu-
tRNA(GIn)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D8HBY4 | Trigger factor Staphylococcus tig 9 932,83 48,6 4,42 Involved in protein export. Acts as a Cytoplasm Cell division [14]
aureus subsp. 768,22 chaperone by maintaining the newly
aureus (strain 913,22 synthesized protein in an open
ED133) conformation. Functions as a peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase
H7G3Q1 | 3-oxoacyl-[acyl- Staphylococcus 9 542,22 43,7 5,25 Catalyzes the condensation reaction of Fatty acid [6]
carrier-protein] aureus subsp. 486,27 fatty acid synthesis by the addition to an biosynthesis
synthase 2 aureus DR10 293,10 acyl acceptor of two carbons from
malonyl-ACP
ATX1Q8 Polyribonucleotid | Staphylococcus pnp 8 263,64 77,3 4,97 Involved in mMRNA degradation. Cytoplasm RNA [4]
e aureus (strain 384,72 Hydrolyzes single-stranded processing
nucleotidyltransfe | Mu3/ATCC 436,56 polyribonucleotides processively in the
rase 700698) 3'- to 5'-direction
ABQEJ2 50S ribosomal Staphylococcus rplL 8 4642,20 | 12,7 4,65 Seems to be the binding site for several Ribosome Translation [2]
protein L7/L12 aureus (strain 4715,09 of the factors involved in protein
Newman) 3583,04 synthesis and appears to be essential for
accurate translation
ATX328 Alanine--tRNA Staphylococcus alas 8 630,56 98,5 5,12 Catalyzes the attachment of alanine to Cytoplasm Protein [4]
ligase aureus (strain 484,21 tRNA(AIla) in a two-step reaction: biosynthesis
Mu3 /ATCC 503,25 alanine is first activated by ATP to form
700698) Ala-AMP and then transferred to the
acceptor end of tRNA(Ala). Also edits
incorrectly charged Ser-tRNA(Ala) and
Gly-tRNA(AIa) via its editing domain
D6SDDO Inosine-5'- Staphylococcus guaB 8 296,63 52,8 5,78 Catalyzes the conversion of inosine 5'- GMP [15]
monophosphate aureus subsp. 163,39 phosphate (IMP) to xanthosine 5'- biosynthetic
dehydrogenase aureus MN8 335,02 phosphate (XMP), the first committed process
and rate-limiting step in the de novo
synthesis of guanine nucleotides, and
therefore plays an important role in the
regulation of cell growth
H4GQ47 Carbamoyl- Staphylococcus carB 8 445,86 116,9 | 4,96 Amino-acid [16]
phosphate aureus subsp. 428,50 biosynthesis
synthase large aureus C1G1242 210,03

chain




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
C8AH41 Endopeptidase Staphylococcus 8 - 91,0 5,73 Protein [12]
aureus subsp. 436,88 metabolic
aureus E1410 297,13 process
HOC5I3 Translation Staphylococcus infB 8 471,34 54,5 5,01 Protein [1]
initiation factor aureus subsp. 442,36 biosynthesis
IF-2 (Fragment) aureus 21194 664,22
D2FKW8 | Dihydrolipoyllysi | Staphylococcus 8 508,40 45,6 5,03 [12]
ne-residue aureus subsp. 599,10
acetyltransferase aureus D139 420,30
component
D4UDU2 | Pyruvate Staphylococcus 8 612,95 414 5,05 Glycolysis [9]
dehydrogenase E1 | aureus A8819 661,89
component 888,80
FOD1W7 | Transketolase Staphylococcus 8 357,95 71,6 5,01 [17]
aureus O11 349,41
378,80
GOLTV3 Putative Staphylococcus 8 72,2 5,03 [18]
transketolase aureus subsp. 349,41
aureus LGA251 378,80
ATX0K2 | 3-oxoacyl-[acyl- Staphylococcus fabH 7 576,18 33,9 5,06 Catalyzes the condensation reaction of Cytoplasm Fatty acid [4]
carrier-protein] aureus (strain 530,22 fatty acid synthesis by the addition to an biosynthesis
synthase 3 Mu3 / ATCC 611,73 acyl acceptor of two carbons from
700698) malonyl-ACP.
ATX5E5 50S ribosomal Staphylococcus rplE 7 916,75 20,3 9,32 This is 1 of the proteins that binds and Ribosome Translation [4]
protein L5 aureus (strain 884,05 probably mediates the attachment of the
Mu3 /ATCC 894,18 5S RNA into the large ribosomal subunit,
700698) where it forms part of the central

protuberance. In the 70S ribosome it
contacts protein S13 of the 30S subunit
(bridge B1b), connecting the 2 subunits;
this bridge is implicated in subunit
movement. Contacts the P site tRNA, the
5S rRNA and some of its associated
proteins might help stabilize positioning
of ribosome-bound tRNAs




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D6HBSO | Adenylate kinase | Staphylococcus adk 7 173,73 18,7 5,69 Catalyzes the reversible transfer of the Cytoplasm AMP salvage [12]
aureus subsp. 211,06 terminal phosphate group between ATP
aureus 58-424 260,47 and AMP. This small ubiquitous enzyme
involved in the energy metabolism and
nucleotide synthesis, is essential for
maintenance and cell growth
D2UMDT7 | 6- Staphylococcus 7 187,32 51,7 5,17 Catalyzes the oxidative decarboxylation Gluconate [12]
phosphogluconate | aureus subsp. 213,09 of 6-phosphogluconate to ribulose 5- utilization
dehydrogenase, aureus H19 258,02 phosphate and CO2, with concomitant
decarboxylating reduction of NADP to NADPH
D8HG43 | Probable Staphylococcus mgo 7 291,33 56,0 6,81 Tricarboxylic [14]
malate:quinone aureus subsp. 503,13 acid cycle
oxidoreductase 2 aureus (strain 401,25
ED133)
FOKVJ1 Glucosamine-- Staphylococcus glmS 7 516,22 65,8 5,06 Catalyzes the first step in hexosamine Cytoplasm Carbohydrate [1]
fructose-6- aureus subsp. 546,99 metabolism, converting fructose-6P into biosynthetic
phosphate aureus 21269 472,28 glucosamine-6P using glutamine as a process
aminotransferase nitrogen source
[isomerizing]
ABU106 Cell division Staphylococcus ftsZ 7 638,06 411 4,98 Essential cell division protein that forms | Cytoplasm Cell division [19]
protein ftsZ aureus (strain 584,50 a contractile ring structure (Z ring) at the
JH1) 539,32 future cell division site. The regulation of
the ring assembly controls the timing and
the location of cell division. One of the
functions of the FtsZ ring is to recruit
other cell division proteins to the septum
to produce a new cell wall between the
dividing cells. Binds GTP and shows
GTPase activity
Q5HFVO0 | DNA-binding Staphylococcus hup 6 1116,62 | 9,6 9,52 Histone-like DNA-binding protein which DNA [20]
protein HU aureus (strain 1193,33 is capable of wrapping DNA to stabilize condensation
COoL) 1026,91 it, and thus to prevent its denaturation
under extreme environmental conditions
ATX5F6 50S ribosomal Staphylococcus rplVv 6 442,06 12,8 9,92 Binds specifically to 23S rRNA, its Translation [4]
protein L22 aureus Mu3 / 243,32 binding is stimulated by other ribosomal
ATCC 700698) 99,68 proteins




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
ATX5F5 30S ribosomal Staphylococcus rpsC 6 611,71 241 9,76 Binds the lower part of the 30S subunit Small Translation [4]
protein S3 aureus (strain 340,49 head. Binds mRNA in the 70S ribosome, | ribosomal
Mu3 / ATCC 302,11 positioning it for translation subunit
700698)
ATX5E2 30S ribosomal Staphylococcus rpsH 6 3497,81 | 14,8 9,33 One of the primary rRNA binding Ribosome Translation [4]
protein S8 aureus (strain 2739,30 proteins, it binds directly to 16S rRNA
Mu3 / ATCC 3113,12 central domain where it helps coordinate
700698) assembly of the platform of the 30S
subunit
ATX2W2 | Glycine--tRNA Staphylococcus glyQs 6 184,57 53,6 5,12 Catalyzes the attachment of glycine to Cytoplasm Protein [4]
ligase aureus (strain 200,98 tRNA(Gly) biosynthesis
Mu3/ATCC 256,51
700698)
ATWWPO | Serine--tRNA Staphylococcus serS 6 171,04 48,6 511 Catalyzes the attachment of serine to Cytoplasm Protein [4]
ligase aureus (strain 137,90 tRNA(Ser). Is also able to aminoacylate biosynthesis
Mu3 / ATCC 308,94 tRNA(Sec) with serine, to form the
700698) misacylated tRNA L-seryl-tRNA(Sec),
which will be further converted into
selenocysteinyl-tRNA(Sec)
H4GY77 Ribosomal protein | Staphylococcus rplA 6 1602,50 | 24,5 8,43 Binds directly to 23S rRNA. The L1 Large Translation [16]
L1 aureus subsp. 1274,69 stalk is quite mobile in the ribosome, and | ribosomal
aureus CIG1500 1337,89 is involved in E site tRNA release subunit
B3VKN3 | 50S ribosome Staphylococcus rap 6 1516,89 | 30,0 10,76 | One of the primary rRNA binding Large Translation [21]
protein L2 aureus 1271,88 proteins. Required for association of the ribosomal
1080,92 30S and 50S subunits to form the 70S subunit
ribosome, for tRNA binding and peptide
bond formation. It has been suggested to
have peptidyltransferase activity; this is
somewhat controversial. Makes several
contacts with the 16S rRNA in the 70S
ribosome
H4GGS7 | Isoleucine--tRNA | Staphylococcus ileS 6 137,48 97,4 5,45 Catalyzes the attachment of isoleucine to | Cytoplasm Protein [10]
ligase aureus subsp. tRNAC(lle). biosynthesis
aureus 1S-189 168,16




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
H4BZU1 | Acetate kinase Staphylococcus ackA 6 269,87 41,8 5,68 Cytoplasm Acetyl-CoA [16]
aureus subsp. 297,29 biosynthetic
aureus 232,52 process
CIGC341D
H4BY92 Carbamoyl- Staphylococcus carA 6 370,98 36,4 6,47 Amino-acid [16]
phosphate aureus subsp. 271,07 biosynthesis
synthase small aureus 308,46
chain CIGC341D
KOMO036 Glutamine Staphylococcus glnA 6 46,2 5,10 Cytoplasm Glutamine [22]
synthetase aureus subsp. 223,89 biosynthetic
aureus ST228 384,72 process
A7X6Y6 | Fructose- Staphylococcus fda 5 410,80 33,0 4,98 Glycolysis [4]
bisphosphate aureus (strain 370,70
aldolase class 1 Mu3 /ATCC 269,28
700698)
Q2FH36 Cold shock Staphylococcus CSpA 5 364,66 7,3 4,56 Cytoplasm [23]
protein CspA aureus (strain 246,25
USA300) 352,05
ABU305 Glutamyl- Staphylococcus gatA 5 115,32 52,8 5,20 Allows the formation of correctly Protein [19]
tRNA(GIn) aureus (strain 175,89 charged GIn-tRNA(GIn) through the biosynthesis
amidotransferase JH1) 137,89 transamidation of misacylated Glu-
subunit A tRNA(GIn) in organisms which lack
glutaminyl-tRNA synthetase. The
reaction takes place in the presence of
glutamine and ATP through an activated
gamma-phospho-Glu-tRNA(GIn)
ATWZS6 | Phosphoglycerate | Staphylococcus pgk 5 -—- 42,6 5,33 Cytoplasm Glycolysis [4]
kinase aureus (strain 711,68
Mu3/ATCC 587,03
700698)
A7X5D9 | 50S ribosomal Staphylococcus rpIR 5 283,13 13,1 9,95 Ribosome Translation [4]
protein L18 aureus (strain 335,12
Mu3 / ATCC 156,24

700698)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
Q6GFY8 | 30S ribosomal Staphylococcus rpsD 5 822,65 23,0 10,02 | One of the primary rRNA binding Small Translation [13]
protein aureus (strain 686,78 proteins, it binds directly to 16S rRNA ribosomal
MRSA252) 562,61 where it nucleates assembly of the body | subunit
of the 30S subunit
ATWY58 | 30S ribosomal Staphylococcus rpsF 5 549,05 11,6 5,19 Binds together with S18 to 16S Ribosome Translation [4]
protein S6 aureus (strain 304,64 ribosomal RNA
Mu3/ATCC 425,21
700698)
AT7X3J9 Leucine--tRNA Staphylococcus leus 5 390,16 91,6 5,16 Cytoplasm Protein [4]
ligase aureus (strain biosynthesis
Mu3 /ATCC 533,34
700698)
ESTEU4 50S ribosomal Staphylococcus ctc 5 568,56 23,3 4,46 This is one of the proteins that binds to Ribosome Translation [24]
protein L25 aureus subsp. 254,64 the 5S RNA in the ribosome where it
aureus CGS00 612,82 forms part of the central protuberance
D2FM12 | 30S ribosomal Staphylococcus SATG 5 363,13 43,2 4,60 This is one of the proteins that binds to Ribosome Translation [12]
protein aureus subsp. the 5S RNA in the ribosome where it
aureus D139 186,85 forms part of the central protuberance
F5WIC9 Putative Staphylococcus SA2131 | 5 151,91 471 4,86 Cytoplasm Phosphoenolpy | [1]
phosphoenolpyruv | aureus subsp. 8_0810 156,78 ruvate-
ate-protein aureus 21318 347,20 dependent
phosphotransferas sugar
e phosphotransfe
rase system
G7ZLX6 | Phosphoglycerate | Staphylococcus pgk 5 637,36 42,6 5,17 Cytoplasm Glycolysis [25]
kinase aureus subsp. -—-
aureus
MSHR1132
D2GEM7 | FeS assembly Staphylococcus 5 425,80 28,3 4,97 ATP catabolic [12]
ATPase SufC aureus subsp. 414,18 process
aureus Btn1260 710,63
D2GJI4 30S ribosomal Staphylococcus 5 625,93 13,5 10,14 Ribosome Translation [12]
protein aureus subsp. 825,65
aureus Btn1260 547,34




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
FOD6Q9 Alkyl Staphylococcus ahpF 5 364,72 54,7 4,79 Cell redox [17]
hydroperoxide aureus O11 249,79 homeostasis
reductase subunit 172,90
F
C5NO0S8 DNA gyrase Staphylococcus gyrA 5 254,89 98,9 5,17 DNA gyrase negatively supercoils closed | Cytoplasm DNA [5]
subunit aureus subsp. 217,91 circular double-stranded DNA in an topological
aureus 356,18 ATP-dependent manner and also change
USA300_TCH95 catalyzes the interconversion of other
topological isomers of double-stranded
DNA rings, including catenanes and
knotted rings
Q2FZ09 Protein RecA Staphylococcus recA 5 178,73 34,9 511 Can catalyze the hydrolysis of ATP in Cytoplasm DNA damage [26]
aureus (strain 298,33 the presence of single-stranded DNA, the
NCTC 8325) 251,52 ATP-dependent uptake of single-
stranded DNA by duplex DNA, and the
ATP-dependent hybridization of
homologous single-stranded DNAs. It
interacts with LexA causing its activation
and leading to its autocatalytic cleavage
H4GG37 | Aconitate Staphylococcus acnA 5 181,69 91,5 5,05 Metabolic [10]
hydratase 1 aureus subsp. 322,82 process
aureus 1S-189 273,45
D2GGI7 Transcriptional Staphylococcus 5 240,19 22,9 8,16 [12]
repressor aureus subsp. 285,09
aureus Btn1260 636,91
H4G2K3 GMP synthase Staphylococcus 5 472,30 52,9 5,15 Cytoplasm GMP [10]
(Glutamine- aureus subsp. 409,43 biosynthetic
hydrolyzing), C- aureus 1S-160 -—- process
terminal domain
protein
Q5TKS2 Beta-ketoacyl- Staphylococcus fabG 5 347,39 24,6 5,30 Fatty acid [27]
ACP reductase aureus 578,72 biosynthetic
(Fragment 408,32 process
H4GB84 Ribose-phosphate | Staphylococcus prs 5 275,18 33,5 6,06 Cytoplasm Nucleotide [10]
diphosphokinase aureus subsp. 538,94 biosynthesis
aureus 1S-189 183,92




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D2FNz4 DEAD-box ATP- | Staphylococcus 5 150,63 57,0 9,52 [12]
dependent RNA aureus subsp. 177,67
helicase aureus D139 482,43
HOATES Phosphate Staphylococcus pta 5 537,64 34,9 4,93 [1]
acetyltransferase aureus subsp. 452,98
OS= GN=pta aureus 21202 590,91
PE=4 SV=1 -
[HOATE5_STAA
U]
A7X5D0 | Translation Staphylococcus infA 4 514,34 8,3 7,42 No specific function has so far been Cytoplasm Protein [4]
initiation factor aureus (strain 474,92 attributed to this initiation factor; biosynthesis
IF-1 Mu3 / ATCC 573,14 however, it seems to stimulate more or
700698) less all the activities of the other two
initiation factors, IF-2 and IF-3
ATWXP7 | L-lactate Staphylococcus ldhl 4 -—- 345 5,07 Appears to be the primary factor that Cytoplasm Stress response | [4]
dehydrogenase 1 aureus (strain 292,94 allows S.aureus growth during
Mu3 / ATCC 463,99 nitrosative stress in both aerobically and
700698) anaerobically cultured cells
Q5HH02 Phosphocarrier Staphylococcus ptsH 4 108,97 9,5 4,67 General (non sugar-specific) component | Cytoplasm Phosphotransfe | [20]
protein HPr aureus (strain 292,61 of the phosphoenolpyruvate-dependent rase system
COL) 184,43 sugar phosphotransferase system (sugar
PTS). This major carbohydrate active-
transport system catalyzes the
phosphorylation of incoming sugar
substrates concomitantly with their
translocation across the cell membrane.
The phosphoryl group from
phosphoenolpyruvate (PEP) is
transferred to the phosphoryl carrier
protein HPr by enzyme |. Phospho-HPr
then transfers it to the permease
(enzymes II/111)
ATWYW?2 | 50S ribosomal Staphylococcus rplJ 4 861,04 17,7 4,83 Ribosome Ribosome [4]
protein L10 aureus (strain 496,04 biogenesis
Mu3/ATCC 739,15

700698)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3

ATX5D4 | 50S ribosomal Staphylococcus rplO 4 932,06 15,6 10,29 | Binds to the 23S rRNA Large Translation [4]

protein L15 aureus (strain 1091,45 ribosomal
Mu3 /ATCC 862,38 subunit
700698)
ATX5EL 50S ribosomal Staphylococcus rplF 4 224,86 19,8 9,54 This protein binds to the 23S rRNA, and | Ribosome Translation [4]
protein L6 aureus (strain 337,93 is important in its secondary structure. It
Mu3 / ATCC 296,34 is located near the subunit interface in
700698) the base of the L7/L12 stalk, and near the
tRNA binding site of the
peptidyltransferase center

ATX344 Aspartate--tRNA | Staphylococcus aspsS 4 66,6 5,07 Cytoplasm Protein [4]

ligase aureus (strain biosynthesis
Mu3/ATCC 213,38
700698)

171352 DNA-directed Staphylococcus rpoA 4 184,09 34,9 4,79 DNA-dependent RNA polymerase Transcription [28]
RNA polymerase | equorum subsp. 366,00 catalyzes the transcription of DNA into
alpha chain equorum Mu2 RNA using the four ribonucleoside

triphosphates as substrates

FOKK63 Tyrosine--tRNA Staphylococcus tyrS 4 -—- 39,6 5,48 Catalyzes the attachment of tyrosine to Cytoplasm Protein [29]
ligase aureus subsp. 398,01 tRNA(Tyr) in a two-step reaction: biosynthesis

aureus 21259 337,51 tyrosine is first activated by ATP to form
Tyr-AMP and then transferred to the
acceptor end of tRNA(Tyr)

HOC8S8 ATP-dependent Staphylococcus hflB 4 433,60 57,4 8,22 Acts as a processive, ATP-dependent ATP catabolic [1]
zinc aureus subsp. 242,72 zinc metallopeptidase for both process
metalloprotease aureus 21194 cytoplasmic and membrane proteins.

FtsH Plays a role in the quality control of
integral membrane proteins

D2GBK7 | UDP-N- Staphylococcus murA 4 250,21 45,0 5,94 Cell wall formation. Adds enolpyruvyl to | Cytoplasm Cell division [12]
acetylglucosamine | aureus subsp. 111,37 UDP-N-acetylglucosamine
1- aureus 238,93
carboxyvinyltrans | WW2703/97
ferase 1

FODD79 Extracellular AA | Staphylococcus 4 -—- 27,3 9,01 [17]
binding ABC aureus 046 317,18

transporter




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D2GF73 GTP-binding Staphylococcus 4 318,75 69,1 5,01 Intracellular | GTP catabolic [12]
protein aureus subsp. 210,95 process
TypA/BipA aureus Btn1260 309,46
GOLU67 Asparagine-- Staphylococcus asns 4 105,72 49,1 5,48 Cytoplasm Protein [18]
tRNA aureus subsp. 167,61 biosynthesis
aureus LGA251 104,20
C5N2X9 Branched-chain- Staphylococcus ilvE 4 224,08 40,0 4,98 Pisoleucine [5]
amino-acid aureus subsp. 405,71 biosynthetic
aminotransferase aureus 276,46 process
USA300_TCH959
H3TQ22 50S ribosomal Staphylococcus rplC 4 288,10 23,6 9,80 One of the primary rRNA binding Ribosome Translation [1]
protein L3 aureus subsp. 469,43 proteins, it binds directly near the 3'-end
aureus 21342 374,90 of the 23S rRNA, where it nucleates
assembly of the 50S subunit
JOUNH6 Leucyl-tRNA Staphylococcus leus 4 390,16 91,7 5,19 Cytoplasm Protein [30]
synthetase aureus subsp. 431,41 biosynthesis
aureus str. -
Newbould 305
C8KSI5 Putative Staphylococcus 4 326,57 52,8 4,72 [31]
uncharacterized aureus D30 -—-
protein -—-
C8KSN6 | 6- Staphylococcus pfkA 4 363,61 334 5,73 Cytoplasm Glycolysis [31]
phosphofructokin | aureus D30
ase
HOCE91 Protein GrpE Staphylococcus grpE 4 185,17 24,0 4,56 Participates actively in the response to Cytoplasm Stress response | [1]
aureus subsp. 179,33 hyperosmotic and heat shock by
aureus 21331 141,53 preventing the aggregation of stress-
denatured proteins, in association with
DnaK and GrpE.
H7G2S8 Putative exported | Staphylococcus 4 230,45 49,5 9,45 [6]
aureus subsp. 166,12
aureus DR10 -
D2N6B2 Phenylalanine-- S aureus (strain pheT 4 120,42 88,9 4,84 Cytoplasm Protein [32]
tRNA ligase beta | MRSA ST398/ 234,31 biosynthesis

subunit

isolate S0385)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
A51Q66 Cysteine synthase | Staphylococcus 4 - 33,0 5,25 Amino-acid [19]
aureus (strain 186,61 biosynthesis
JH9) 487,53
FIL1INO S- Staphylococcus 4 245,43 43,6 5,01 Catalyzes the formation of S- Cytoplasm One-carbon [1]
adenosylmethioni | aureus subsp. 245,19 adenosylmethionine from methionine metabolism
ne synthase aureus 21269 171,58 and ATP
FODEYO Lysyl-tRNA Staphylococcus 4 189,12 53,2 5,19 Cytoplasm Protein [17]
synthetase aureus 046 179,10 biosynthesis
(Fragment)
G7ZP60 Threonine--tRNA | Staphylococcus thrS 4 242,72 74,4 5,39 Cytoplasm Protein [25]
ligase aureus subsp. 250,16 biosynthesis
aureus
MSHR1132
G8V062 Putative Staphylococcus 4 234,03 35,2 4,73 [33]
uncharacterized aureus subsp. 216,27
protein aureus 11819-97 166,73
H3YH83 Fructose- Staphylococcus fba 4 298,27 24,7 5,49 Carbohydrate [10]
bisphosphate aureus subsp. 471,55 metabolic
aldolase aureus 1S-105 179,60 process
HOCK32 FeS assembly Staphylococcus sufB 4 147,13 51,6 5,25 [1]
protein SufB aureus subsp. 166,47
(Fragment) aureus 21334 322,05
D2GJ33 GTP-binding Staphylococcus 4 40,6 4,72 [12]
protein YchF aureus subsp. 420,24
aureus Btn1260 217,88
K9ALG1 | GMP synthase Staphylococcus guaA 4 -—- 57,7 4,94 Catalyzes the synthesis of GMP from Cytoplasm GMP [34]
massiliensis -—- XMP biosynthesis
456,40
A7X2Q9 | Elongation factor | Staphylococcus efp 3 109,67 20,5 4,82 Involved in peptide bond synthesis. Cytoplasm Protein [4]
P aureus (strain 138,81 Stimulates efficient translation and biosynthesis
Mu3 / ATCC 202,34 peptide-bond synthesis on native or
700698) reconstituted 70S ribosomes in vitro.

Probably functions indirectly by altering
the affinity of the ribosome for
aminoacyl-tRNA, thus increasing their




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
reactivity as acceptors for peptidyl
transferase
ATX524 Phosphoglucosam | Staphylococcus glmM 3 - 49,3 4,77 Catalyzes the conversion of Carbohydrate [4]
ine mutase aureus (strain 168,97 glucosamine-6-phosphate to metabolic
Mu3 / ATCC glucosamine-1-phosphate process
700698)
AT7X656 2,3- Staphylococcus gpmA 3 327,15 26,7 5,39 Catalyzes the interconversion of 2- Glycolysis [4]
bisphosphoglycer | aureus (strain 210,66 phosphoglycerate and 3-
ate-dependent Mu3 /ATCC phosphoglycerate
phosphoglycerate | 700698)
mutase
ABU172 ATP-dependent Staphylococcus hslU 3 236,89 52,3 5,31 ATPase subunit of a proteasome-like Cytoplasm Stress response | [19]
protease ATPase aureus (strain 181,42 degradation complex; this subunit has
subunit HslU JH1) -—- chaperone activity. The binding of ATP
and its subsequent hydrolysis by HslU
are essential for unfolding of protein
substrates subsequently hydrolyzed by
HslV. HslU recognizes the N-terminal
part of its protein substrates and unfolds
these before they are guided to HslV for
hydrolysis
ATX451 Probable Staphylococcus ppaC 3 673,03 34,0 4,86 Cytoplasm [4]
manganese- aureus (strain 692,71
dependent Mu3 /ATCC 504,56
inorganic 700698)
pyrophosphatase
ATX5C3 50S ribosomal Staphylococcus rplQ 3 318,88 13,7 9,85 Ribosome Translation [4]
protein L17 aureus (strain 322,38
Mu3/ATCC 205,36
700698)
A7X3A1 | 50S ribosomal Staphylococcus rplT 3 224,61 13,7 11,25 | Binds directly to 23S ribosomal RNA Ribosome Translation [4]
protein L20 aureus (strain and is necessary for the in vitro assembly
Mu3 /ATCC 360,46 process of the 50S ribosomal subunit. It
700698) is not involved in the protein

synthesizing functions of that subunit




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
ATX5G2 50S ribosomal Staphylococcus rplD 3 1159,52 | 22,5 9,91 One of the primary rRNA binding [4]
protein L4 aureus (strain 1102,93 proteins, this protein initially binds near
Mu3/ATCC 1049,37 the 5'-end of the 23S rRNA. MF_01328
700698) Forms part of the polypeptide exit tunnel
ABQEIO Glutamate--tRNA | Staphylococcus gltX 3 56,3 5,31 Catalyzes the attachment of glutamate to | Cytoplasm Protein [2]
ligase aureus (strain 314,07 tRNA(GIu) in a two-step reaction biosynthesis
Newman) 525,88
A7TWWQ5 | Transcriptional Staphylococcus walR 3 27,2 5,19 Member of the two-component Cytoplasm Transcription [4]
regulatory protein | aureus (strain 256,09 regulatory system WalK/WalR that
WalR Mu3 /ATCC regulates genes involved in autolysis,
700698) biofilm formation and cell wall
metabolism
C8M2K3 | Orotate Staphylococcus pyrE 3 155,04 22,0 5,15 Catalyzes the transfer of a ribosyl Pyrimidine [9]
phosphoribosyltra | aureus A8115 -—- phosphate group from 5-phosphoribose biosynthesis
nsferase -—- 1-diphosphate to orotate, leading to the
formation of orotidine monophosphate
(OMP)
H4BY75 Cell division Staphylococcus ftsA 3 343,07 494 4,56 Cell division [16]
protein FtsA aureus subsp. -—-
aureus
CIGC341D
H7G2V6 6,7-dimethyl-8- Staphylococcus ribH 3 -—- 16,2 5,57 Catalyzes the formation of 6,7-dimethyl- Riboflavin [6]
ribityllumazine aureus subsp. 205,95 8-ribityllumazine by condensation of 5- biosynthesis
synthase aureus DR10 99,52 amino-6-(D-ribitylamino)uracil with 3,4-
dihydroxy-2-butanone 4-phosphate. This
is the penultimate step in the
biosynthesis of riboflavin
10XH14 Ribosomal protein | Staphylococcus rpsB 3 177,46 224 4,88 Small Translation [10]
S2 aureus subsp. 324,84 ribosomal
aureus CO-23 315,42 subunit
C8M6R5 | Alcohol Staphylococcus 3 36,0 5,52 [9]
dehydrogenase aureus A9299 207,71
GroES domain- 276,42

containing protein




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D6HHK6 | 50S ribosomal Staphylococcus 3 525,78 8,5 5,86 This protein binds to 23S rRNA in the Ribosome Translation [12]
protein L21 aureus subsp. 545,15 presence of protein L20
aureus 58-424 427,34
C8LK21 ABC transporter Staphylococcus 3 203,86 60,2 4,96 [9]
ATP-binding aureus A6224 187,82
protein 116,51
HOCEK9 | Probable thiol Staphylococcus tpx 3 147,53 18,0 4,75 Has antioxidant activity. Could remove Cell redox [1]
peroxidase aureus subsp. 209,22 peroxides or H202 homeostasis
aureus 21331
F5WI194 Pyruvate Staphylococcus 3 92,0 5,27 Gluconeogenes | [1]
carboxylase aureus subsp. is
aureus 21318 244,68
G7ZQT2 | Alkaline shock Staphylococcus 3 19,2 5,20 [25]
protein 23 aureus subsp. 1875,00
aureus
MSHR1132
FOKWPO | FAH family Staphylococcus 3 331 5,06 [1]
protein aureus subsp.
aureus 21269 157,58
C5N089 Pyruvate oxidase Staphylococcus 3 -—- 63,6 7,62 [5]
aureus subsp. 216,48
aureus 248,52
USA300_TCH959
H4HJY2 3-methyl-2- Staphylococcus panB 3 28,2 6,15 Catalyzes the reversible reaction in Pantothenate [16]
oxobutanoate aureus subsp. 183,74 which hydroxymethyl group from 5,10- biosynthesis
hydroxymethyltra | aureus CIG290 117,61 methylenetetrahydrofolate is tranferred
nsferase onto alpha-ketoisovalerate to form
ketopantoate
Q9KXO07 | Thioredoxin Staphylococcus 3 251,26 31,6 5,76 Cytoplasm Removal of [35]
reductase aureus superoxide
(Fragment) 151,06 radicals
G72P92 6- Staphylococcus pfkA 3 -—- 34,8 5,60 Cytoplasm Glycolysis [25]
phosphofructokin | aureus subsp. -—-
ase aureus 208,16

MSHR1132




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
H3YWE9 | Translation Staphylococcus infC 3 251,74 19,5 9,66 IF-3 binds to the 30S ribosomal subunit Cytoplasm Protein [10]
initiation factor aureus subsp. - and shifts the equilibrum between 70S biosynthesis
IF-3 (Fragment) aureus 1S-122 - ribosomes and their 50S and 30S
subunits in favor of the free subunits,
thus enhancing the availability of 30S
subunits on which protein synthesis
initiation begins
DOK2Y1 tRNA uridine 5- Staphylococcus gidA 3 333,87 67,0 5,41 NAD-binding protein involved in the Cytoplasm tRNA [36]
carboxymethylam | aureus (strain 298,35 addition of a carboxymethylaminomethyl processing
inomethyl ED98) 348,87 (cmnm) group at the wobble position
modification (U34) of certain tRNAs, forming tRNA-
enzyme MnmG cmnmb5s2U34
DOK9M2 | 3-hexulose-6- Staphylococcus hxIA 3 191,50 224 4,75 Carbohydrate [36]
phosphate aureus (strain 260,76 metabolic
synthase ED98) 236,61 process
C8ACWS | FtsK/SpolllE Staphylococcus 3 129,14 136,9 | 5,19 Integral to Cell division [12]
family protein aureus subsp. 110,75 membrane
aureus 68-397
I0TRI3 30S ribosomal Staphylococcus rpse 3 -—- 10,8 9,63 Ribosome Translation [1]
protein S5 aureus subsp. -—-
aureus IS-M 250,24
FJTS2 Arginine--tRNA Staphylococcus args 3 340,04 45,9 5,06 Cytoplasm Protein [1]
ligase (Fragment) | aureus subsp. 315,32 biosynthesis
aureus 21200 144,85
H1SKC6 Probable glycine Staphylococcus gcvPA 3 -—- 49,7 5,20 The glycine cleavage system catalyzes Nucleoside [1]
dehydrogenase aureus subsp. 144,39 the degradation of glycine. The P protein metabolic
[decarboxylating] | aureus 21252 144,90 binds the alpha-amino group of glycine process
subunit 1 through its pyridoxal phosphate cofactor;
CO2 is released and the remaining
methylamine moiety is then transferred
to the lipoamide cofactor of the H protein
H3XPT4 DNA Staphylococcus parC 3 137,66 61,4 6,46 DNA [10]
topoisomerase IV | aureus subsp. -—- topological
subunit A aureus 1S-55 183,28 change




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
H4HA20 Deoxyribose- Staphylococcus 3 235,95 16,8 4,59 Catalyzes a reversible aldol reaction Cytoplasm Deoxyribonucl | [16]
phosphate aureus subsp. - between acetaldehyde and D- eotide catabolic
aldolase aureus C1G1835 103,24 glyceraldehyde 3-phosphate to generate process
(Fragment) 2-deoxy-D-ribose 5-phosphate
C5N5L3 Penicillin-binding | Staphylococcus pbp2 3 53,6 9,07 Peptidoglycan [5]
protein 2 aureus subsp. biosynthetic
(Fragment) aureus 249,40 process
USA300_TCH959
H4AA54 | Alkyl Staphylococcus 3 698,39 9,8 5,14 Response to [16]
hydroperoxide aureus subsp. 835,60 oxidative stress
reductase subunit | aureus CIG1165 525,81
C
F9K418 DivIVA domain Staphylococcus 3 209,40 17,2 7,20 Cytoplasm Cell division [1]
protein aureus subsp. 211,22
aureus 21201 ---
D9RLJ5 Putative Staphylococcus 3 180,54 14,0 9,38 [37]
uncharacterized aureus (strain
protein JKD6008) 169,66
D1GM42 | Formate Staphylococcus 3 -—- 84,8 5,48 Cytoplasm Carbohydrate [13]
acetyltransferase aureus (strain 236,70 metabolic
TW20 / 0582) 341,16 process
H4HLJ7 Ribosomal protein | Staphylococcus rpsG 3 291,55 14,4 9,57 One of the primary rRNA binding Small Translation [16]
S7 aureus subsp. proteins, it binds directly to 16S rRNA ribosomal
aureus C1G290 140,69 where it nucleates assembly of the head subunit
domain of the 30S subunit. Is located at
the subunit interface close to the
decoding center, probably blocks exit of
the E-site tRNA
FOKB66 Transcription Staphylococcus nusG 3 239,21 11,9 4,64 Influences transcription termination and Transcription [1]
antitermination aureus subsp. 223,68 antitermination. Acts as a component of
protein nusG aureus 21235 192,23 the transcription complex, and interacts
with the termination factor rho and RNA
polymerase
C8AH26 Predicted protein Staphylococcus 3 323,31 17,3 5,41 Cytoplasm Purine [12]
aureus subsp. 389,10 ribonucleoside
aureus E1410 402,85 salvage




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
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Rep.3
D6LXT7 Cell cycle protein | Staphylococcus 3 336,00 12,6 7,25 Divisome component that associates with | Cytoplasm Cell division [12]
gpsB aureus subsp. 167,30 the complex late in its assembly, after the
aureus EMRSA16 237,53 Z-ring is formed, and is dependent on
DivIC and PBP2B for its recruitment to
the divisome. Together with EzrA, is a
key component of the system that
regulates PBP1 localization during cell
cycle progression
G5JHJ5 Lysine--tRNA Staphylococcus lysS 3 57,0 5,33 Cytoplasm Protein [38]
ligase simiae CCM 7213 biosynthesis
245,11
HOAU98 | Putative Staphylococcus 3 335,08 15,0 4,83 [1]
uncharacterized aureus subsp.
protein aureus 21202 -—-
FIKOP2 Malonyl CoA- Staphylococcus fabD 3 -—- 31,0 5,03 [1]
acyl carrier aureus subsp. 204,09
protein aureus 21201
transacylase
H4G487 2-C-methyl-D- Staphylococcus 3 -—- 255 5,88 Catalyzes the formation of 4- Isoprene [10]
erythritol 4- aureus subsp. 168,21 diphosphocytidyl-2-C-methyl-D- biosynthesis
phosphate aureus 1S-160 170,78 erythritol from CTP and 2-C-methyl-D-
cytidylyltransferas erythritol 4-phosphate (MEP)
e (Fragment)
H3VN39 | Alkaline shock Staphylococcus asp 3 20,7 5,20 [1]
protein 23 hominis VCU122
1760,45
KOTS63 Triosephosphate Staphylococcus tpiA 3 388,79 27,3 4,77 Cytoplasm Gluconeogenes | [39]
isomerase arlettae CVDO059 --- is
JO9URX8 Uncharacterized Staphylococcus 3 231,03 48,4 5,44 [40]
protein aureus 377,64
08BA02176 346,57
ATX4J3 10 kDa Staphylococcus groS 2 -—- 10,4 4,92 Binds to Cpn60 in the presence of Mg- Cytoplasm Protein folding | [4]
chaperonin aureus (strain 144,43 ATP and suppresses the ATPase activity
Mu3 /ATCC 139,06 of the latter

700698)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3

ATWZR9 | ATP-dependent Staphylococcus clpP 2 162,91 215 5,26 Cleaves peptides in various proteinsina | Cytoplasm Proteolysis [4]
Clp protease aureus (strain - process that requires ATP hydrolysis.
proteolytic Mu3 / ATCC - Has a chymotrypsin-like activity. Plays a
subunit 700698) major role in the degradation of

misfolded proteins

ATX2R9 Probable glycine Staphylococcus gcvPB 2 117,48 54,7 5,74 The glycine cleavage system catalyzes Glycine [4]

dehydrogenase aureus the degradation of glycine decarboxylatio
n system

A7X319 Transcription Staphylococcus greA 2 172,61 17,7 4,59 Necessary for efficient RNA polymerase Transcription [4]
elongation factor aureus (strain transcription elongation past template-
GreA Mu3 /ATCC encoded arresting sites. The arresting

700698) sites in DNA have the property of
trapping a certain fraction of elongating
RNA polymerases that pass through,
resulting in locked ternary complexes.
Cleavage of the nascent transcript by
cleavage factors such as GreA or GreB
allows the resumption of elongation from
the new 3'terminus. GreA releases
sequences of 2 to 3 nucleotides

ATX2A9 Peptide Staphylococcus msrB 2 -—- 16,3 4,86 [4]
methionine aureus (strain 199,88
sulfoxide Mu3 /ATCC -—-
reductase MsrB 700698)

ATWYT2 | Glutamine Staphylococcus pdxT 2 95,10 20,6 6,04 Involved in the hydrolysis of glutamine Glutamine [4]
amidotransferase | aureus (strain to glutamate and ammonia. Channels an catabolic
subunit PdxT Mu3 /ATCC ammonia molecule to PdxS process

700698)

ATX1F5 Orotidine 5'- Staphylococcus pyrF 2 152,37 25,6 6,28 Catalyzes the decarboxylation of Pyrimidine [4]
phosphate aureus (strain -—- orotidine 5'-monophosphate (OMP) to biosynthesis
decarboxylase Mu3 / ATCC uridine 5'-monophosphate (UMP)

700698)

ATX4W4 | Peptide chain Staphylococcus prfA 2 181,45 40,3 4,91 Peptide chain release factor 1 directs the | Cytoplasm Protein [4]

release factor 1 aureus (strain 159,01 termination of translation in response to biosynthesis

Mu3 / ATCC
700698)

the peptide chain termination codons
UAG and UAA




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
ATWYWO | 50S ribosomal Staphylococcus rplK 2 - 149 8,98 This protein binds directly to 23S Ribosome Translation [4]
protein L11 aureus (strain 244,14 ribosomal RNA
Mu3/ATCC 412,82
700698)
ATX5F4 50S ribosomal Staphylococcus rplP 2 16,2 10,64 | Binds 23S rRNA and is also seen to Ribosome Translation [4]
protein L16 aureus (strain make contacts with the A and possibly P
Mu3 / ATCC 403,66 site tRNAs
700698)
ATX5F2 50S ribosomal Staphylococcus rpmC 2 130,76 8,1 9,60 Ribosome Translation [4]
protein L29 aureus (strain 145,08
Mu3/ATCC
700698)
A7X5D6 | 50S ribosomal Staphylococcus rpmD 2 6,5 10,11 Large Translation [4]
protein L30 aureus (strain 312,90 ribosomal
Mu3 /ATCC 383,19 subunit
700698)
ATX4W8 | 50S ribosomal Staphylococcus rpmg2 2 9,7 8,44 Ribosome Translation [4]
protein L31 type aureus (strain 219,28
B Mu3/ATCC 158,17
700698)
ATX5C7 30S ribosomal Staphylococcus rpsM 2 526,83 13,7 10,42 | Located at the top of the head of the 30S | Ribosome Translation [4]
protein S13 aureus (strain -—- subunit, it contacts several helices of the
Mu3 / ATCC 487,27 16S rRNA. In the 70S ribosome it
700698) contacts the 23S rRNA (bridge Bla) and
protein L5 of the 50S subunit (bridge
B1b), connecting the 2 subunits; these
bridges are implicated in subunit
movement. Contacts the tRNAs in the A
and P-sites
ATX1Q7 | 30S ribosomal Staphylococcus rpsO 2 10,6 10,51 | One of the primary rRNA binding Ribosome Translation [4]
protein S15 aureus (strain 265,75 proteins, it binds directly to 16S rRNA

Mu3/ATCC
700698)

where it helps nucleate assembly of the
platform of the 30S subunit by binding
and bridging several RNA helices of the
16S rRNA By similarity. HAMAP-Rule
MF_01343




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
Forms an intersubunit bridge (bridge B4)
with the 23S rRNA of the 50S subunit in
the ribosome
A7X1K6 | 30S ribosomal Staphylococcus rpsP 2 332,25 10,2 9,92 Ribosome Translation [4]
protein S16 aureus (strain
Mu3/ATCC
700698)
ATX4V6 Uracil Staphylococcus upp 2 23,0 6,55 Catalyzes the conversion of uracil and 5- UMP salvage [4]
phosphoribosyltra | aureus (strain 448,88 phospho-alpha-D-ribose 1-diphosphate
nsferase Mu3 /ATCC (PRPP) to UMP and diphosphate
700698)
ATX0P2 UPF0477 protein | Staphylococcus 2 217,43 19,3 5,01 Intracellular | RNA metabolic | [4]
SAHV_1009 aureus (strain process
Mu3/ATCC
700698)
C5QWK?7 | 50S ribosomal Staphylococcus rplS 2 96,09 12,8 11,53 | This protein is located at the 30S-50S Ribosome Translation [5]
protein L19 epidermidis ribosomal subunit interface and may play
(Fragment) W23144 154,57 arole in the structure and function of the
aminoacyl-tRNA binding site
G7ZN48 Aerobic glycerol- | Staphylococcus 2 -—- 62,4 7,28 Glycerol-3- [25]
3-phosphate aureus subsp. -—- phosphate
dehydrogenase aureus 177,71 metabolic
MSHR1132 process
D6H2K2 | DNA polymerase | Staphylococcus 2 158,32 32,2 4,84 DNA polymerase Il is a complex, Cytoplasm DNA [12]
111, beta subunit aureus subsp. multichain enzyme responsible for most replication
(Fragment) aureus M1015 -—- of the replicative synthesis in bacteria.
This DNA polymerase also exhibits 3' to
5" exonuclease activity. The beta chain is
required for initiation of replication once
it is clamped onto DNA, it slides freely
(bidirectional and ATP-independent)
along duplex DNA
H3XMP3 | Ribosomal protein | Staphylococcus rplwW 2 9,2 9,44 Ribosome Translation [10]
L23 aureus subsp. -—-
aureus 1S-55 92,87




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
HOASJ2 Thioredoxin Staphylococcus trxA 2 - 115 4,55 Cell redox [1]
aureus subsp. 481,28 homeostasis
aureus 21202 410,85
H4ENN1 | Proline--tRNA Staphylococcus proS 2 62,7 5,14 Catalyzes the attachment of proline to Cytoplasm Protein [16]
ligase aureus subsp. tRNA(Pro) in a two-step reaction biosynthesis
aureus C1G1750 204,28
FODCP4 3-hydroxy-3- Staphylococcus mvasS 2 272,04 41,0 5,08 Isoprenoid [17]
methylglutaryl aureus 046 biosynthetic
CoA synthase process
D9RNC9 | Pyridine Staphylococcus 2 44,2 5,58 [37]
nucleotide- aureus (strain 174,38
disulfide JKD6008)
oxidoreductase
H4BSC3 Peptidase C26 Staphylococcus 2 239,35 315 4,92 Catalyzes the ATP-dependent amination Pyrimidine [16]
family protein aureus subsp. of UTP to CTP with either L-glutamine biosynthesis
aureus C1G1057 or ammonia as the source of nitrogen
HODF98 Formate-- Staphylococcus fhs 2 248,01 42,8 6,09 Folic acid- [1]
tetrahydrofolate pettenkoferi 143,09 containing
ligase VCUO012 -—- compound
biosynthetic
process
E6M8N2 | Fumarylacetoacet | Staphylococcus fahA 2 33,0 4,84 [15]
ate hydrolase lugdunensis 128,39
M23590
H4D1A2 | ATP-dependent Staphylococcus hslU 2 52,3 5,25 ATPase subunit of a proteasome-like Cytoplasm ATP catabolic [16]
protease ATPase aureus subsp. -—- degradation complex; this subunit has process
subunit HslU aureus C1G547 231,79 chaperone activity. The binding of ATP

and its subsequent hydrolysis by HslU
are essential for unfolding of protein
substrates subsequently hydrolyzed by
HslV. HslU recognizes the N-terminal
part of its protein substrates and unfolds
these before they are guided to HslV for
hydrolysis




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D2FMS1 | Putative Staphylococcus 2 - 21,7 4,75 [12]
uncharacterized aureus subsp. 114,57
protein aureus D139 -
FIL508 50S ribosomal Staphylococcus rplD 2 895,19 22,5 9,95 Forms part of the polypeptide exit tunnel | Ribosome Translation [10]
protein L4 capitis VCU116
C2LXP4 Transcription Staphylococcus nusA 2 45,8 4,55 [41]
termination factor | hominis SK119
NusA 102,40
D2GEL6 | Arsenate Staphylococcus 2 98,96 13,6 7,27 [12]
reductase aureus subsp.
aureus Btn1260
D6UB43 Cell division Staphylococcus ftsY 2 108,58 46,6 4,77 Involved in targeting and insertion of Cytoplasm Cell division [15]
protein FtsY aureus subsp. -—- nascent membrane proteins into the
aureus ATCC cytoplasmic membrane. Acts as a
51811 receptor for the complex formed by the
signal recognition particle (SRP) and the
ribosome-nascent chain (RNC)
FSWMI2 | Putative Staphylococcus 2 -—- 49,6 6,48 [10]
uncharacterized aureus subsp. -—-
protein aureus 21318 128,48
H7G3N4 | Oligoendopeptida | Staphylococcus 2 69,8 5,26 Proteolysis [6]
seF aureus subsp. 124,67
aureus DR10 216,52
F3TKS7 Quinone Staphylococcus 2 38,1 6,38 [1]
oxidoreductase, aureus subsp. 156,84
YhdH/YhfP aureus 21193 -—-
family
Q2FEC6 Putative zinc- Staphylococcus 2 32,8 6,00 [23]
binding aureus (strain
dehydrogenase USA300) 110,99
H3XABO | Protein Staphylococcus 2 -—- 64,6 5,29 Plasma Protein [10]
translocase aureus subsp. -—- membrane transport
subunit SecA aureus 1S-24 170,31
10JDQ6 5 Staphylococcus pfs 2 -—- 245 4,92 Catalyzes the irreversible cleavage of the Amino-acid [42]

methylthioadenosi

aureus subsp.

glycosidic bond in both 5'-

biosynthesis




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
ne/s- aureus HO 5096 96,02 methylthioadenosine (MTA) and S-
adenosylhomocyst | 0412 adenosylhomocysteine (SAH/AdoHcy)
eine nucleosidase to adenine and the corresponding
thioribose, 5'-methylthioribose and S-
ribosylhomocysteine, respectively
G5JLS2 GTP-binding Staphylococcus lepA 2 35,1 4,91 Required for accurate and efficient Plasma Protein [38]
protein LepA ] simiae CCM 7213 103,08 protein synthesis under certain stress membrane biosynthesis
conditions. May act as a fidelity factor of
the translation reaction, by catalyzing a
one-codon backward translocation of
tRNAS on improperly translocated
ribosomes. Back-translocation proceeds
from a post-translocation (POST)
complex to a pre-translocation (PRE)
complex, thus giving elongation factor G
a second chance to translocate the tRNAs
correctly. Binds to ribosomes in a GTP-
dependent manner
G7ZPN2 UPF0342 protein | Staphylococcus 2 13,3 4,37 [25]
SAMSHR1132_1 | aureus subsp.
6910 aureus 119,96
MSHR1132
13FQ06 Cell division Staphylococcus sepF 2 215,31 13,0 5,22 Cell division protein that is part of the Cytoplasm Cell division [43]
protein sepF aureus subsp. divisome complex and is recruited early
aureus VRS4 to the Z-ring. Probably stimulates Z-ring
formation, perhaps through the cross-
linking of FtsZ protofilaments. Its
function overlaps with FtsA
D2FK47 Ribonucleoside- Staphylococcus 2 -—- 55,7 5,83 Provides the precursors necessary for DNA [12]
diphosphate aureus subsp. -—- DNA synthesis. Catalyzes the replication
reductase aureus D139 130,05 biosynthesis of deoxyribonucleotides
from the corresponding ribonucleotides
HOCCL5 | Putative CoA- Staphylococcus 2 248,15 39,8 5,27 [1]
disulfide aureus subsp.
reductase aureus 21194 -

(Fragment)




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
D2G8F0 Tryptophanyl- Staphylococcus trpS 2 - 36,6 6,60 Cytoplasm Protein [12]
tRNA synthetase aureus subsp. - biosynthesis
aureus 87,21
WW2703/97
ATX2X6 | Putative Staphylococcus 2 211,96 51,0 5,78 RNA [4]
uncharacterized aureus (strain 233,53 modification
protein Mu3 / ATCC 263,27
700698)
H4EMH7 | UDP-N- Staphylococcus murkE 2 53,7 5,72 Catalyzes the addition of L-lysine to the Cytoplasm Cell wall [16]
acetylmuramoyl- aureus subsp. nucleotide precursor UDP-N- biogenesis/degr
L-alanyl-D- aureus C1G1750 119,26 acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate adation
glutamate--L- (UMAG) in the biosynthesis of bacterial
lysine ligase cell-wall peptidoglycan
H3WVV4 | Acyl carrier Staphylococcus acpP 2 -—- 7,5 4,09 Carrier of the growing fatty acid chain in | Cytoplasm Fatty acid [10]
protein lugdunensis -—- fatty acid biosynthesis biosynthesis
VCU139 155,64
F3TM70 Tex-like protein Staphylococcus 2 21,1 8,62 [1]
N-terminal aureus subsp.
domain protein aureus 21193 127,61
F5WK87 | Chaperone protein | Staphylococcus dnal 2 106,04 36,5 6,44 Participates actively in the response to Cytoplasm Stress response | [1]

Dnal

aureus subsp.
aureus 21318

hyperosmotic and heat shock by
preventing the aggregation of stress-
denatured proteins and by disaggregating
proteins, also in an autonomous, DnaK-
independent fashion. Unfolded proteins
bind initially to DnaJ; upon interaction
with the DnaJ-bound protein, DnaK
hydrolyzes its bound ATP, resulting in
the formation of a stable complex. GrpE
releases ADP from DnaK; ATP binding
to DnaK triggers the release of the
substrate protein, thus completing the
reaction cycle. Several rounds of ATP-
dependent interactions between DnalJ,
DnaK and GrpE are required for fully
efficient folding. Also involved, together




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
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Rep.3
with DnaK and GrpE, in the DNA
replication of plasmids through
activation of initiation proteins
H4G856 Virulence factor B | Staphylococcus 2 20,0 4,79 [1]
family protein aureus subsp. 157,61
aureus 1S-160
H3ZYA8 | Catalase Staphylococcus 2 53,7 5,45 Hydrogen [10]
aureus subsp. 139,18 peroxide
aureus 15-125
H3YD86 | Siderophore Staphylococcus 2 115,31 48,8 6,07 Siderophore [10]
biosynthesis aureus subsp. biosynthetic
protein, aureus 1S-99 103,45 process
lucA/lucC family
F3STZ2 Valine--tRNA Staphylococcus valS 2 356,60 76,1 4,92 Catalyzes the attachment of valine to Cytoplasm Protein [10]
ligase (Fragment) | warneri VCU121 323,11 tRNA(Val). As ValRS can inadvertently biosynthesis
accommodate and process structurally
similar amino acids such as threonine, to
avoid such errors, it has a "posttransfer"
editing activity that hydrolyzes
mischarged Thr-tRNA(Val) in a tRNA-
dependent manner
C5QM16 | Putative Staphylococcus 2 187,02 6,3 4,54 [5]-
uncharacterized epidermidis 138,13
protein M23864:W1 136,02
H3Z131 Adenylosuccinate | Staphylococcus 2 19,5 5,41 Purine [10]
lyase C-terminal aureus subsp. -—- ribonucleotide
domain protein aureus 1S-122 107,03 biosynthetic
(Fragment) process
H3XKU2 | Methionine-- Staphylococcus metG 2 -—- 66,4 511 Is required not only for elongation of Cytoplasm Protein [10]
tRNA ligase aureus subsp. protein synthesis but also for the biosynthesis
aureus 1S-55 155,47 initiation of all MRNA translation
through initiator tRNA(fMet)
aminoacylation
D2FDZ9 DNA polymerase | Staphylococcus 2 173,01 99,1 5,17 Intracellular | DNA [12]
aureus subsp. -—- replication

aureus C427




Accession | Description Species Protein | X# Score MW calc. Function Localization | Biological Ref.
Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
S Rep.2
Rep.3
F3SQJ3 GMP reductase Staphylococcus guaC 2 - 36,2 7,01 Catalyzes the irreversible NADPH- Purine nucle- [1]
warneri VCU121 - dependent deamination of GMP to IMP. otide metabolic
117,91 process
H7FK83 Putative Staphylococcus 2 15,3 7,18 Intracellular | Transcription [44]
transcriptional saprophyticus
regulator subsp. 102,13
saprophyticus
KACC 16562
D2N4L6 Cystathionine Staphylococcus 2 41,3 5,62 Metabolic [32]
gamma-lyase aureus (strain process
(Gamma- MRSA ST398 / 93,43
cystathionase)(Pro | isolate S0385)
basin-related
antigen) (PRB-
RA)
H7G584 1- Staphylococcus 2 32,5 4,75 [6]
phosphofructokin | aureus subsp. 111,31
ase aureus DR10
H1SQK9 | Glycine cleavage | Staphylococcus gcvH 2 417,35 14,0 4,03 The glycine cleavage system catalyzes Glycine [1]
system H protein aureus subsp. 477,89 the degradation of glycine. The H protein decarboxylatio
aureus 21252 -—- shuttles the methylamine group of n via glycine
glycine from the P protein to the T cleavage
protein system
H3XP65 Putative Staphylococcus pyrC 2 354 5,97 Pyrimidine [10]
dihydroorotase aureus subsp. 212,80 biosynthesis
aureus 15-55
H7G4W1 | Acetyl-CoA Staphylococcus 2 -—- 41,7 5,38 [6]
acetyltransferase aureus subsp. -—-
aureus DR10 130,80
FIKIB2 Ribosome Staphylococcus frr 2 16,4 9,61 Translation [1]
recycling factor aureus subsp. 324,64
aureus 21259
H4C091 Helix-turn-helix Staphylococcus 2 -—- 15,9 6,76 [16]
family protein aureus subsp. 254,38

aureus
CIGC341D
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Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
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D2FYY2 | Azoreductase Staphylococcus 2 - 20,9 6,14 [12]
aureus 307,04
WBG10049
D2UN28 | D-alanine Staphylococcus 2 213,81 27,7 5,26 Acts on the D-isomers of alanine, D-amino acid [12]
aminotransferase aureus subsp. leucine, aspartate, glutamate, metabolic
aureus H19 aminobutyrate, norvaline and asparagine. process
The enzyme transfers an amino group
from a substrate D-amino acid to the
pyridoxal phosphate cofactor to form
pyridoxamine and an alpha-keto acid in
the first half-reaction
HOAPJ6 4- Staphylococcus pdxB_2 | 2 103,01 34,7 5,38 [1]
phosphoerythrona | aureus subsp.
te dehydrogenase | aureus 21202 -—-
E2FY X8 Putative Staphylococcus 2 175,55 35,7 5,47 [45]
uncharacterized aureus
protein
C5Q1G8 Adenylosuccinate | Staphylococcus purA 2 46,8 6,47 Plays an important role in the de novo Cytoplasm Purine [5]
synthetase aureus subsp. -—- pathway of purine nucleotide biosynthesis
aureus TCH130 151,97 biosynthesis. Catalyzes the first
commited step in the biosynthesis of
AMP from IMP
HOCGQ7 | NAD/NADP Staphylococcus 2 40,7 4,97 Cytoplasm Glycerol-3- [1]
octopine/nopaline | aureus subsp. phosphate
dehydrogenase, aureus 21331 192,45 catabolic
alpha-helical process
domain protein
GbhJK44 DAK2 domain- Staphylococcus 2 -—- 60,5 4,64 Glycerol [38]
containing protein | simiae CCM 7213 -—- metabolic
140,74 process
HOC6K5 Putative Staphylococcus 2 320,07 20,9 4,34 [1]
uncharacterized aureus subsp. 375,38
protein aureus 21194 354,43
D2FQ44 Putative Staphylococcus 2 145,39 24,6 5,43 Oxidation- [12]
uncharacterized aureus subsp. -—- reduction
protein aureus D139 --- process
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Name Peptide | Rep.1 [kDa] | pl process
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E5R756 NAD-dependent Staphylococcus 2 - 34,7 5,07 Malate [46]
malic enzyme aureus (strain - metabolic
(NAD-ME) ECT-R 2) 180,87 proces
HOCEF1 GTPase obg Staphylococcus COtA 2 47,2 5,17 An essential GTPase which binds GTP, Cytoplasm GTP catabolic [1]
aureus subsp. 201,18 GDP and possibly (p)ppGpp with process
aureus 21331 moderate affinity, with high nucleotide
exchange rates and a fairly low GTP
hydrolysis rate By similarity. It may play
a role in control of the cell cycle, stress
response, ribosome biogenesis and in
those bacteria that undergo
differentiation, in morphogenesis control
Kousg47 GTPase Der Staphylococcus der 2 166,31 49,1 5,53 GTPase that plays an essential role in the Ribosome [39]
arlettae -—- late steps of ribosome biogenesis biogenesis
H3UQQ3 | DNA gyrase, B Staphylococcus gyrB 2 49,2 5,73 DNA [1]
subunit epidermidis 139,78 topological
VCUO057 change
C5MYP9 | Possible 6- Staphylococcus 2 -—- 38,5 5,19 [5]
phosphogluconola | aureus subsp. 191,87
ctonase aureus 131,11

USA300_TCH959
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