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RESUMO

Corinebactérias néo diftéricas tém sido reconhecidas como agentes causadores de
infeccbes oportunistas e nosocomiais em seres humanos. A identificacdo destas
bactérias pelos testes mais comumente utilizados, baseados em baterias de 20
reagdes bioguimicas, é considerada desafiadora e normalmente requer a utilizacéo
de métodos adicionais, incluindo o sequenciamento do gene 16S rRNA e analises por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF. Em particular, as espécies
frequentemente reportadas C. amycolatum, C. striatum, C. xerosis e C. minutissimum
normalmente geram perfis bioquimicos que podem levar a identificagcdes ambiguas ou
mesmo completamente equivocadas nos laboratérios de microbiologia clinica. Para
algumas destas espécies, o sequenciamento parcial ou total de um gene de referéncia
adicional, rpoB, pode ser necessario para alcancar identificacbes ndo ambiguas e
mesmo esta estratégia pode falhar. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi utilizar
a gendmica comparativa para identificacdo de novos alvos que possam contribuir para
identificacdo rapida e confidvel destas corinebactérias. Sequéncias gendmicas
completas de trés isolados, C. minutissimum 1941, C. striatum 1961, e C. xerosis
ATCC 3737, foram geradas pelo nosso grupo. N6s utilizamos o servidor RAST (Rapid
Annotation using Subsystem Technology) para anotar automaticamente estes
genomas e a andlise gendbmica comparativa foi realizada através do EDGAR (Efficient
Database framework for comparative Genome Analyses using BLAST score Ratios).
O genoma publicamente disponivel da linhagem SK46 de C. amycolatum também foi
incluido nestas analises. A anotacdo genémica automatizada permitiu a identificacéo
de um numero médio de 2.539 sequéncias codificadoras por genoma e foi possivel
identificar um numero de genes distintos para cada espécie. Oligonucleotideos
iniciadores foram desenhados para deteccdo de genes espécie-especificos para o
desenvolvimento de novos métodos de identificagdo molecular que foram capazes de
identificar de forma ndo ambigua um pequeno painel de linhagens de C. xerosis, C.
striatum e C. amycolatum. Os resultados destes novos testes obtiveram 100% de
concordancia com as identificacdes obtidas pelo sequenciamento dos genes 16S

rRNA e rpoB dos isolados bacterianos estudados.

Patégenos emergentes, Gendmica comparativa, Identificacdo bacteriana.



ABSTRACT

Non-diphtheriae Corynebacterium species have been recognized as the causative
agents of opportunistic and nosocomial infections in humans. The identification of
these emerging pathogenic Corynebacteria by the most commonly used tests, based
on batteries of twenty biochemical reactions, is considered as challenging, and
normally requires additional methods including 16S rRNA gene sequencing and
MALDI-TOF mass spectrometry analysis. In particular, the frequently reported species
C. amycolatum, C. striatum, C. xerosis and C. minutissimum normally generate
biochemical profiles that may lead to ambiguous and even erroneous identifications in
the clinical microbiology laboratory. For some of these species, partial or full
sequencing of an additional reference gene, rpoB, may be necessary to achieve
unambiguous identifications and even this method can fail. In this context, the aim of
this study is to use comparative genomics to identify novel genes that might contribute
to rapid and reliable identification of these emerging human-pathogenic
corynebacteria. Whole genome sequences of three corynebacterial isolates, namely
C. minutissimum 1941, C. striatum 1961, and C. xerosis ATCC 373T, were generated
by our group. We used RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) for
automatically annotate these newly generated genome sequences and comparative
genome analysis was performed with EDGAR (Efficient Database framework for
comparative Genome Analyses using BLAST score Ratios). We also included in these
comparisons the publicly available genome sequence of the strain SK46 of C.
amycolatum. Automated genome annotation allowed the identification of a mean
number of 2,539 protein encoding genes per genome, and it was possible to detect a
number of distinctive genes for each species. Oligonucleotide primers were designed
to target species-specific genes, aiming the development of novel molecular
identification methods that have already contributed to the unambiguous identification
of C. xerosis, C. striatum and C. amycolatum. Noteworthy, results of these novel
molecular identification tests were 100% in agreement with identifications obtained by

16S rRNA and rpoB gene sequencing of the bacterial isolates studied.

Emerging pathogens, Comparative Genomics, Bacterial identification
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1. INTRODUCAO

O crescente aumento no numero de casos relacionados a infeccbes
ocasionadas, especialmente, por bactérias patogénicas emergentes vem chamando
a atencdo da comunidade médica e cientifica para sua importancia. Dados de 2012
revelam que, ao longo de 20 anos, 15 milhdes de mortes ocorreram anualmente
causadas por esses agentes, estando atras apenas do numero de mortes causadas
por doencas de natureza cardiovascular (FAUCI e MORENS, 2012). A Organizacgao
Mundial de Saude estima que, em 2030, 25 mil pessoas morrerdo diariamente vitimas
de doencas infecciosas (WHO, 2015).

Dentre as doencas infecciosas emergentes e reemergentes, a difteria merece
destaque devido a periodicidade de surtos e ondas epidémicas com alta incidéncia e
altas taxas de mortalidade (GALASKA, 2000). Esta doenca é ocasionada pela bactéria
Corynebacterium diphtheriae, principal representante e organismo mais estudado do
género Corynebacterium spp, que é composto por diversas espécies de interesse
meédico ou veterinario, algumas capazes de produzir toxina diftérica e outras nao
produtoras dessa toxina conhecidas como corinebactérias ndo diftéricas, ou ainda
como difteréides (KONRAD; HORMANSDORFER; SING, 2015).

As corinebactérias nao-diftéricas podem ser encontradas naturalmente na
mucosa e na microbiota normal da pele de humanos e animais. Na atualidade, estas
espécies tém sido encontradas com frequéncia em materiais clinicos, sendo dificil
determinar em tempo habil se sua presenca implica em simples contaminacéo ou se
é clinicamente relevante (BERNARD, 2012).

No entanto, as corinebactérias vém sendo relatadas na literatura como agentes
patogénicos oportunistas e causadores de infec¢cdes nosocomiais em humanos
estando associadas a septicemias, endocardite, infeccbes de feridas cirargicas, de
préteses e infecgdes relacionadas a cateteres. Estas infecgBes deixaram de ser raras
devido ao dramatico aumento no numero de pessoas susceptiveis, incluindo aqueles
que recebem terapia imunossupressora para tratamento de cancer, os com doencas
autoimunes e pacientes transplantados (VILA et al, 2012). Estudos de 2015
apontaram bactérias do género Corynebacterium spp. como segunda causa mais
comum de infeccdo em ferimentos crénicos em um estudo realizado nos Estados

Unidos da Ameérica, sendo C. striatum e C. xerosis duas das trés espécies de
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corinebactérias isoladas mais frequentes (WOLCOTT et al, 2015). No Brasil, estas
bactérias foram relatadas como uma das principais causadoras de infec¢coes em
pacientes com cancer em um hospital na cidade do Rio de Janeiro (MARTINS et al,
2009).

Um outro estudo observou a répida aquisicao de resisténcia a daptomicina em
linhagens de C. striatum avaliadas in vivo e in vitro. Este antibiotico é geralmente
utilizado como ultima escolha em infeccbes ocasionadas por bactérias gram positivas
resistentes e o mecanismo de desenvolvimento desta resisténcia ainda ndo esta claro.
(TEKIPPE et al, 2014).

As atenc¢bes no campo de pesquisa e identificacdo bacteriana tém sido voltadas
as corinebactérias ndo-diftéricas do aqui chamado complexo XSMA (Corynebacterium
xerosis,  Corynebacterium  striatum,  Corynebacterium  minutissimum e
Corynebacterium amycolatum) ndo s6 pelo seu potencial patogénico, mas também
pelas dificuldades encontradas para identificar e diagnosticar de forma precisa a
presenca dessas espécies, devido a suas altas variabilidades bioquimicas entre
linhagens da mesma espécie. Esta correta identificacdo a nivel de espécie se faz
necessaria para identificar a origem de surtos, efetuar o registro de dados
epidemiologicos e conduzir o tratamento do paciente com antibidticos adequados a
cada espécie.

A correta identificacdo de corinebactérias constitui ainda hoje um sério
problema para a conduta médica e a metodologia mais utilizada para diferenciacao
destas bactérias é o teste API Coryne™ (bioMérieux), um sistema padronizado para
a identificacdo de bactérias corineformes que utiliza 20 testes bioquimicos
miniaturizados para deteccdo de atividades enzimaticas e fermentacdo de
carboidratos, além de uma base de dados on-line especifica, gerando resultados apos
24 horas (APl Coryne™, Guia do Usuario. BioMérieux). Mesmo com ampla utilizagéo,
este teste frequentemente gera resultados ambiguos ou pouco confidveis com varias
possiveis espécies, visto que os painéis contém numero de substratos insuficientes
para diferenciar entre as espécies relevantes e seu banco de dados nao € atualizado
com a frequéncia necessaria, sendo necessario utilizar outras reacdes que nao estao
presentes no sistema e tornando sua utilizacéo pouco eficiente (SUWANTARAT et al,
2016).
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Para a identificacdo das bactérias do grupo XSMA, em especial, o API
Coryne™ tem demonstrado ndo ser um bom teste, mesmo na versdo mais atual. A
espécie C. xerosis foi retirada do banco de dados de identificacdo e, portanto, ndo
pode ser identificada, enquanto que C. striatum, C. minutissimum e C. amycolatum so
podem ser identificadas a nivel de espécie com a utilizacdo de testes adicionais, sendo
que as identificacbes geradas ainda podem ser ambiguas entre C. striatum/C.
amycolatum (API, The Reference).

Os métodos moleculares, como o0 sequenciamento do gene do RNA
ribossémico 16S (16S rRNA) seguido do sequenciamento da subunidade beta da RNA
polimerase (rpoB) foram utilizados por muito tempo para diferenciacdo entre estas
espécies e estabelecimento de relacdes taxonémicas (PASCUAL et al, 1995;
KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2005) e ainda sdo os mais utilizados como testes
complementares de identificacdo, mas também ndo sdo completamente eficientes
para diferenciar as corinebactérias. A identificacdo em nivel de espécie por
sequenciamento do gene do 16S rRNA é dada normalmente quando a sequéncia
obtida para um isolado clinico apresenta similaridade > 97% com a de um
microrganismo de referéncia. Contudo, em alguns casos, tais como entre as espécies
C. propinquum e C. pseudodiphtheriticum e entre C. xerosis, C. freneyi e C. hansenii,
a similaridade do gene do 16S rRNA pode ser maior do que 98% e ainda assim nao
ser suficiente para diferenciacao especifica (BERNARD, 2012).

Recentemente, 0 uso de espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF e do
sistema Vitek MS (bioMérieux), dentre outros sistemas, vem sendo cada vez mais
aplicado na identificacdo bacteriana, especificamente por se tratarem de métodos
muito rapidos e, apesar do custo alto de aquisicdo dos equipamentos, o valor de cada
analise é relativamente baixo (ALIBI et al, 2015; BERNARD, 2012). Porém, o0s
recentes estudos publicados sobre identificacdo de corinebactérias por
espectrometria de massas ainda relatam identificaces ambiguas e os diferentes
sistemas tém limitacdes na variedade de espécies em seus bancos de dados, que
também ndo sdo atualizados com a frequéncia adequada (SZEMRAJ et al, 2014;
SCHULTHESS et al, 2014; BERNARD, 2012).

O meétodo mais confiavel de identificacdo atualmente baseia-se no
sequenciamento do genoma total da espécie em estudo, que além de fornecer

informagdes estruturais e permitir a comparagdo com outros genomas, permite a
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identificacdo de genes espécie especificos, bem como o delineamento de perfis de
resisténcia a antibidticos pela presenca ou auséncia de genes conhecidamente
relacionados e o monitoramento de surtos em tempo real (KOSER et al, 2012). No
entanto, devido ao alto custo de aquisicdo dos equipamentos necessarios e da
necessidade de pessoal devidamente qualificado para execucao e interpretacao dos
testes, estes ainda estédo limitados aos laboratodrios de referéncia.

Das corinebactérias pertencentes ao complexo XSMA, as linhagens de
referéncia de C. amycolatum e de C. striatum tiveram recentemente seus genomas
completamente sequenciados (Bio Project PRINA31449 e PRINA31007). O presente
estudo propos e realizou, no entanto, em parceria com grupos de pesquisa da Rede
de Cooperacdo Académica em Genbmica Funcional e Biologia de Sistemas de
Microrganismos, o sequenciamento por lon Torrent do genoma completo da primeira
linhagem de C. xerosis (PACHECO et al, 2015). Além desta, realizou o
sequenciamento também de uma linhagem de C. striatum (MATTOS-GUARALDI et
al, 2015) e de uma de C. minutissimum (PACHECO et al, 2015). Durante o processo
de sequenciamento, ainda ndo havia nenhuma sequéncia disponivel de C.
minutissimum em banco de dados e durante o depdsito da linhagem aqui
sequenciada, ocorreu o depdsito de uma outra linhagem, sendo a nossa linhagem o
segundo depdsito para a espécie. As linhagens sequenciadas neste trabalho
apresentaram variabilidade bioquimica em testes in vitro no estudo desenvolvido por
Martins e colaboradores (2009).

Até recentemente, com a auséncia de informacfes sobre sequéncias
gendmicas destas linhagens, ndo era possivel propor aperfeicoamento dos principios
em gue se baseiam os métodos tradicionais de identificacdo de corinebactérias e
alguns estudos propuseram sua identificacdo molecular pela identificacdo de
determinados genes através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) mas nenhuma
das tentativas se revelou um teste realmente eficaz. Em 2006, o grupo de Letek e
colaboradores prop0s a identificagcdo de C. amycolatum por PCR gquantitativa em
tempo real; mais tarde, em 2012, Cazanave e colaboradores propuseram pela mesma
técnica a identificacdo de corinebactérias presentes em sitios infecciosos de préteses
ortopédicas e, em 2015, Alibi e colaboradores sugeriram a identificacdo de C. striatum
pelos padroes de amplificagbes do gene da subunidade beta da RNA polimerase

(rpoB) clivados por enzimas de restricdo. No entanto, nenhum destes métodos fornece
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discriminagdo suficiente entre espécies proximas ou é muito trabalhoso e pouco
pratico para utilizacao na rotina clinica (CAZANAVE et al, 2012; ALIBI et al, 2015).
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1.1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1.1. Doengas infecciosas emergentes

As doencas infecciosas emergentes sdo doencas que tém histérico de
infeccbes em humanos mas continuam a aparecer em novas formas ou localizacdes
geograficas apods aparente controle ou eliminacdo (FAUCI; MORENS, 2012). Estas
doencas compreendem um grande problema de Saude Publica e estdo entre as
maiores causadoras de morte em todo o mundo. Ao longo da histéria, as doencas
infecciosas emergentes causaram as maiores pandemias da histéria, como o virus
HIV, que ja causou mais de 35 milhées de mortes em todo mundo, e a peste bulbénica,
gue causou mais de 40 milhdes de mortes. Ainda hoje, novas infecgbes continuam a
surgir, enquanto que muitas das antigas doencas permanecem e sao problemas
globais (MORENS; FOLKERS; FAUCI, 2008).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude demonstram que as doencas
infecciosas sao a segunda maior causa de mortes no mundo e causam 15 milhdes de
mortes por ano. Nos paises em desenvolvimento, estas correspondem a um terco de
todas as mortes (WHO, 2015).

As doencas infecciosas emergentes sdo causadas por microrganismos novos
ou gque nao tenham sido reconhecidos anteriormente (RACANIELLO, 2004) e podem
se dar pela introducédo do agente infeccioso em uma nova populacdo, possivelmente
em nova espécie, ou como uma variante de uma infecgdo humana existente seguindo
estabelecimento e disseminacdo dentro da nova populacdo hospedeira (MORSE,
1995). As doencgas reemergentes, no entanto, apresentam-se de novas formas ou sao
transmitidas por outros organismos.

Um claro exemplo € a reincidéncia de difteria. Em paises em desenvolvimento,
esta doenca é ocasionada por infeccdo pela bactéria C. diphtheriae. No entanto, as
ocorréncias de difteria causadas por linhagens toxinogénicas de C. ulcerans tem
superado as causadas por C. diphtheriae. Atualmente, trés espécies do género séo
capazes de produzir a toxina diftérica: C. diphtheriae, C. ulcerans e, de modo menos
frequente, C. pseudotuberculosis (DOMINGO et al, 2015).

O controle das doencas infecciosas emergentes ainda € complicado devido a

continua evolucdo de patdgenos em resposta a mudancas ambientais e intervencdes
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médicas e ainda ndo € claro como a estrutura de populac¢des influencia nestes
processos adaptativos (LEVENTHAL et al, 2015).

1.1.2. Género Corynebacterium spp., corinebactérias patogénicas e complexo
XSMA

O género Corynebacterium spp. pertence a classe das Actinobactérias e
compreende bactérias gram positivas que apresentam alto contetdo de G+C em seu
genoma. Morfologicamente, as bactérias deste género podem ser vistas como bacilos
retos ou ligeiramente curvados, com extremidades afiladas (BERNARD; FUNKE,
2015). O género compreende, ainda, uma colecdo de microorganismos
morfologicamente similares, irregulares e ndo esporulantes (VENTURA et al, 2007;
ZHI et al, 2009).

Até 0 ano de 2012, 88 espécies deste género haviam sido identificadas, sendo
que 53 delas apresentam algum interesse médico ou veterinario. Estas bactérias
exibem uma variedade de processos metabdlicos, ou seja, podem ser fermentativas,
oxidativas, assimilativas ou néo reativas a maioria ou todos os substratos huma base
espécie-especifica (BERNARD, 2012).

A importancia das corinebactérias para o0os microbiologistas clinicos e
profissionais da salde tem aumentado muito nos Ultimos anos. As espécies
patogénicas deste grupo incluem as bactérias produtoras de toxina diftérica,
principalmente Corynebacterium diphtheriae, e as Corynebacterium spp. nao
diftéricas. C. diphtheriae ainda é o patégeno humano mais comumente reportado
dentre as espécies deste género e continua a ser uma importante causa de morbidade
e mortalidade em varios paises.

Recentemente, isolados néo-toxigénicos de C. diphtheriae tém emergido como
agentes causadores de infeccdes invasivas em varios paises (GOMES et al, 2009;
ZASADA et al, 2010; VIGUETTI et al, 2012). Por outro lado, uma outra espécie
potencialmente toxigénica, C. ulcerans, tem sido responsavel pela reemergéncia da
difteria no Mundo, em especial nos paises desenvolvidos (WAGNER et al, 2012). O
potencial zoonético de transmissdo desta espécie representa um fator importante na

transmissao atual da difteria (DIAS et al, 2011).
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Atualmente, o reconhecimento melhorado das corinebactérias em amostras
clinicas e o crescente numero de casos reportados associando as espécies nao
diftéricas, também chamadas de difterdides, com infeccdes em humanos e também
em animais tém alterado a forma de manejo destas bactérias em sitios de infeccoes.

Apesar do aumento no numero de relatos de infecgfes severas causadas por
corinebactérias nao-diftéricas emergentes, estes microrganismos séo ainda, de forma
errbnea, frequentemente considerados como possiveis contaminantes, visto que eram
encontrados em reproducdes de culturas microbiolégicas (CAMELLO et al, 2009;
BITTAR et al, 2010; DIEZ-AGUILAR et al, 2013; MUMCUOGLU et al, 2015). Estes
organismos sao comuns de pele e mucosas e comumente encontrados no ambiente,
mas 0 aumento de pacientes imunossuprimidos e de procedimentos invasivos, aliado
ao uso frequente de antibiéticos de amplo espectro, tornou comum a ocorréncia de
relatos de infec¢des oportunistas causadas por corinebactérias.

Em estudos recentes no Brasil, corinebactérias ndo-diftéricas do aqui referido
complexo XSMA  (Corynebacterium  xerosis, Corynebacterium  striatum,
Corynebacterium minutissimum e Corynebacterium amycolatum) foram relatadas
como importantes agentes causadores de infeccbes em pacientes com cancer
(MARTINS et al, 2009). Estas bactérias tém sido isoladas de diversas fontes, incluindo
ferimentos cirdrgicos, trato urinério, trato respiratorio, tumores ulcerados e cateteres
venosos. A espécie mais comumente isolada é C. amycolatum e, mais recentemente,
tem sido relatado também um aumento na incidéncia de outra corinebactéria
patogénica emergente, C. pseudodiphtheriticum (CAMELLO et al, 2009). Esta espécie
também foi identificada como causadora de um surto recente de infeccdes
respiratorias em criancas com fibrose cistica, na Franca (BITTAR et al, 2010).

Varios estudos tém descrito C. striatum como agente causativos de infeccbes
como pneumonia (TARR et al, 2003), osteomielite vertebral (FERNANDEZ-AYALA et
al, 2001), septicemia (MARTIN et al, 2003), artrite séptica (WESTBLADE, 2014) e
endocardite (RUFAEL; COHN, 1994). De modo similar, C. amycolatum vem sendo
identificada em diversos casos de infec¢cdes nosocomiais em pacientes submetidos a
processos invasivos, tais como cirurgias, insercado de proteses e cateteres venosos
(KNOX; HOLMES, 2002) em pacientes imunossuprimidos ou que tenham feito
tratamentos com antibiéticos de amplo espectro, ou, ainda, em pacientes com cancer
(MARTINS et al, 2009).
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C. minutissimum ja foi descrita como causadora de absessos de mama
(BERGER et al, 1984), absessos costocondrais em pacientes infectados por HIV
(BANDERA et al, 2000), infeccbes associadas a cateteres (RUPP et al, 1998) e
meningite (DALAL; LIKHI, 2008) e C. xerosis como causadora de osteomielite (KRISH;
SARUBBI, VERGHESE, 1989), artrite séptica (VALESTEIN et al, 1988), mediastinite
(LORTHOLARY et al, 1993) pneumonia em paciente com leucemia aguda (ANIA,
1994) e endocardite (PESSANHA et al 2003).

1.1.3. Identificacdo das espécies e papel no correto diagnoéstico

As dificuldades associadas a identificacdo de bactérias patogénicas
emergentes representam um sério problema para o rapido diagndstico de diversas
infeccbes humanas nos laboratérios de microbiologia clinica. E crescente o niimero
de relatos na literatura de infec¢des oportunistas e infec¢cdes nosocomiais causadas
por espécies patogénicas emergentes do género Corynebacterium spp. e ndo é
incomum encontrar trabalhos relatando identificagbes ambiguas e até mesmo
incorretas destas bactérias pelos métodos mais amplamente utilizados, que se
baseiam principalmente em caracteristicas morfologicas e testes bioquimicos
(CONTZEN et al, 2011; DIAS et al, 2011; DIEZ-AGUILAR et al, 2013).

Ainda assim, a empresa lider mundial no fornecimento de kits semi-
automatizados para identificagcdo bioquimica de corinebactérias, a bioMérieux, tem
registrado aumento significativo nas suas vendas para paises do bloco de mercados
emergentes, incluindo o Brasil (bioMérieux, Annual Report, 2014).

A identificacdo rapida e correta de corinebactérias patogénicas emergentes é
necessaria por varias razées. Embora estas bactérias sejam geralmente de baixa
viruléncia, as infeccbes que elas causam podem ser muito severas ou até mesmo
fatais quando a terapia antimicrobiana efetiva ndo € iniciada precocemente, tendo sido
demonstrada a resisténcia multipla a antibiéticos em corinebactérias do aqui referido
complexo XSMA em estudos recentes (BERNARD; PACHECO, 2015). Além disso, a
correta identificacdo propicia o reconhecimento de origem de surtos e contribui para o
relato de dados epidemiolégicos.

Atualmente, o auxilio de métodos moleculares baseados no sequenciamento

de genes especificos e, mais recentemente, 0 uso de espectrometria de massas do
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tipo MALDI-TOF tem contribuido bastante para melhorar a identificacdo de
corinebactérias (FARFOUR et al, 2012; VILA et al, 2012; GOMILA et al, 2012). No
entanto, estes métodos ainda ndo sdo acessiveis para a maioria dos laboratorios
clinicos, principalmente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
(GILJOHANN & MIRKIN, 2009; SAUER & KLIEM, 2010). Portanto, torna-se clara a

necessidade de estudos para aumentar a confiabilidade da identificacdo de

corinebactérias pelos métodos laboratoriais de mais amplo acesso.

As vantagens e desvantagens das técnicas mais comumente utilizadas estao

demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens das técnicas de identificacdo de
corinebactérias mais utilizadas

Método

Vantagens

Desvantagens

Api Coryne

Vitek 2

Relativamente barato, de
facil execucao e

interpretagéo

Fornece resultados de
identificacdo a nivel de
espécie, e sensibilidade a
agentes antimicrobianos;
Método automatizado
apos a preparagéo do

in6culo-teste

Algumas bactérias sdo mal identificadas ou
nao identificadas; ha limitado nimero de
substratos no painel, que ndo fornecem

namero suficiente de elementos funcionais
anicos para a diferenciacao entre taxons

relevantes. Os bancos de dados sé&o
atualizados com baixa frequéncia e ha falhas
na descricdo de espécies recentemente
descobertas os painéis utilizados séo caros;
os resultados para alguns sistemas séo
obtidos em dias.

Algumas bactérias sdo mal identificadas ou
nao identificadas; h& limitado nimero de
substratos no painel, que ndo fornecem

namero suficiente de elementos funcionais
unicos para a diferenciacdo entre taxons

relevantes. Os bancos de dados sao
atualizados com baixa frequéncia e ha falhas

na descricdo de espécies recentemente
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) Sequenciamento parcial
Sequenciamento

do gene 16S
rRNA

do gene promove a
caracterizacao inicial das

espécies;

Sequenciamento parcial
ou total do rpoB é utilizado
para identificacdo
Sequenciamento definitiva de
do gene rpoB corinebactérias quando a
identificacéo pelo
sequenciamento do 16S

rRNA falha

Répidos resultados, boa
reprodutibilidade, pode ser
realizado pela aplicagcéo
MALDI-TOF direta da col6nia,
dispensa a necessidade
de cultivo, baixo custo por

reacao

descobertas os painéis utilizados séo caros;
0s resultados para alguns sistemas séo
obtidos em dias.

Baixa discriminac&o entre espécies muito
proximas; método caro, trabalhoso;
necessidade de pessoal treinado, método
relativamente demorado; sequencias nao

registradas para muitas corinebactérias

N&o ha sequéncias de referéncia para todas
as espécies; método caro e trabalhoso;
necessidade de pessoal treinado; método

relativamente demorado.

Alto custo de aquisicdo do equipamento,
banco de dados limitados, resultados podem
identificar apenas a nivel de género ou ser
inconclusivos, dependente de linhagens de
referéncias incluidas em seus bancos de
dados. Necessidade de tratamento das
amostras para melhores resultados de
identificacdo, ndo consegue diferenciar
espécies com perfis bioquimicos similares,
nao permite tipagem de padrdes de

resisténcia a antibioticos.

1.1.3.1. Métodos fenotipicos e APl Coryne™

A estratégia mais disseminada para identificacdo de corinebactérias tem sido a

combinacao de analise morfoldgica, apos coloracdo de Gram, pela visualizacdo em
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microscépio de luz, com a avaliacdo das caracteristicas bioquimicas. Em geral, 0s
testes fenotipicos sdo utilizados para avaliar o requerimento de fontes de carbono
especificas para o crescimento, bem como a utilizacdo de outros elementos, como
oxigénio, diéxido de carbono ou outros nutrientes e avaliacdo de reacdes bioquimicas,
como metabolismo de agucares e producdo de enzimas especificas (LAU et al, 2015).
Estas reacdes foram, com o tempo, sendo utilizadas em varios sistemas comerciais
semi-automatizados de testes bioquimicos desenvolvidos para uso nos laboratorios
de diagnéstico clinico, incluindo o API Coryne™ (SOTO et al, 1994, FUNKE &
BERNARD, 2007; ADDERSON et al, 2008).

A identificacdo confiavel destas corinebactérias patogénicas emergentes por
métodos fenotipicos convencionais é considerada dificil, uma vez que suas
caracteristicas bioquimicas sdo bastante similares. Acredita-se que praticamente
todos os isolados de C. xerosis que foram relatados na literatura até o ano de 1996
devem ter sido erroneamente identificados como C. amycolatum (FUNKE et al, 1996).
O mesmo acontecia com C. striatum, que era frequentemente identificada como C.
Xerosis.

Por serem consideradas no passado como raramente encontradas em
amostras clinicas, algumas destas espécies emergentes ndo estavam incluidas em
bancos de dados de identificacdo semiautomatizada até recentemente. De fato, os
avancos atuais nos métodos de identificacdo de Corynebacterium spp. tém mostrado
gue o género exibe complexidade taxondmica consideravel e que os marcadores
fenotipicos normalmente utilizados podem ser ambiguos (ADDERSON et al, 2008;
MARTINS et al, 2009; VILA et a., 2012).

A bateria bioquimica do teste APl Coryne consiste de 20 microtubos contendo
substratos desidratados para a demonstracdo de atividades enzimaticas ou de
fermentacao de carboidratos. A adicdo de uma suspensédo densa de bactérias pré-
cultivadas re-hidrata os substratos enzimaticos. Os produtos finais de metabolismo
durante a incubacé&o sdo detectados através de rea¢des coloridas espontaneamente
ou apoés a adicdo de reagentes especificos. Os testes de fermentag¢éo sdo inoculados
com um meio de enriqguecimento (contendo indicador de pH) que reconstitui os
substratos de carboidrato. A fermentacdo é detectada por mudanca de cor no
indicador de pH (SOTO et al, 1994; FUNKE et al, 1997; ADDERSON et al, 2008).
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O sistema de identificacdo leva entre 16 e 48 horas apos o isolamento da
colbnia suspeita em placas e pode frequentemente render resultados ambiguos. Isto
se deve em parte ao fato de que o banco de dados atual de referéncias disponibiliza
codigos API definidos para as espécies de corinebactérias patogénicas mais
comumente encontradas, enquanto que espécies raramente encontradas, tais como
patégenos emergentes, ainda nédo foram incluidas (KONRAD; HORMANSDORFER;
SING, 2015; VILA et al, 2012). Além disso, a grande variabilidade bioquimica destas
bactérias, como ocorre entre os isolados do complexo XSMA de corinebactérias
emergentes, limita muito a identificacdo em nivel de espécie.

Mesmo com o crescimento dos bancos de dados de identificacdo, até mesmo
a diferenciacdo das espécies potencialmente produtoras de toxina diftérica (C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis) continua complicada com os
sistemas comercialmente disponiveis na atualidade (CONTZEN et al, 2011; VENEZIA
et al, 2012). Recentemente, o banco de dados do API Coryne foi atualizado para a
versao v. 3.0, e, dentre as espécies do complexo XSMA, nenhuma delas é identificada
corretamente apenas por este teste. As espécies C. striatum, C. minutissimum e C.
amycolatum agora sé podem ser identificadas corretamente com a realizacdo de
testes adicionais e a espécie C. xerosis foi retirada do banco de dados do sistema.

De acordo com Funke e colaboradores (1997) as limitagbes para o uso de
testes fenotipicos como unico método de identificacdo para corinebactérias incluem
identificacbes incorretas ou nenhuma identificacéo, limitado niamero de substratos nos
painéis que ndo fornecem numero suficiente de elementos funcionais Unicos para
diferenciar entre taxons relevantes, que €& exacerbado para linhagens
metabolicamente inertes, que apresentam crescimento demorado ou que tenham
expressao similar de resultados fenotipicos como, C. amycolatum e C. xerosis; bancos
de dados atualizados com baixa frequéncia e que ndo sao capazes de identificar
novas espécies descritas; 0s painéis sao caros com custo crescente de acordo com o
aumento do numero de substratos encontrados no painel e, por fim, os resultados para
alguns sistemas sdo obtidos apds dias, em vez de horas. Em resumo, a identificagdo
fenotipica como uUnico meétodo € razoavelmente satisfatéria para espécies de
Corynebacterium spp. mais comuns que crescem bem dentro de 24-48h e que sejam
reativas (nao inertes), em respeito aos substratos encontrados nos sistemas de teste

7

mais comumente encontrados, mas é recomendado que quando a identificacao

29



7

definitiva da espécie é requerida, que as linhagens sejam analisadas utilizando
métodos de identificacdo molecular, nos quais os resultados de testes bioquimicos
corroborem com a caracterizacdo genética comparado aos algoritmos comumente

utilizados.

1.1.3.2. Métodos moleculares baseados em sequéncias

O uso de métodos moleculares tem surgido nos ultimos anos como boa
alternativa para identificacdo especifica destas corinebactérias do grupo de C.
diphtheriae. O estabelecimento de relagdo filogenética e a identificacdo molecular por
amplificacdo e sequenciamento de genes tais como o0 gene 16S rRNA ou o0 gene rpoB
tem mostrado resultados promissores para algumas bactérias (KHAMIS; RAOULT; LA
SCOLA, 2005, 2005) e apesar de o sequenciamento destes genes ser considerado
padrao ouro para a identificacao de bactérias, este método apresenta limitacdes e ndo
€ completamente eficiente para a identificacdo de algumas corinebactérias.
Geralmente é necessério o sequenciamento total do gene, cujo tamanho é de 1.500
pares de base, que néo é tipicamente utilizado em laboratoérios de microbiologia clinica
(ALATOOM et al, 2012).

Espécies muito préximas podem possuir diferengcas minimas em seus
genomas, em especial quando um Unico gene é utilizado para diferenciagdo entre
espécies. A identificacdo em nivel de espécie por sequenciamento do gene do 16S
rRNA é dada normalmente quando a sequéncia obtida para um isolado clinico
apresenta similaridade > 97% com a de um microrganismo de referéncia. Contudo,
quando a sequéncia quase total deste gene é obtida e comparada com a de linhagens
de referéncia, algumas espécies estao relacionadas com um grau de variancia que é
apenas <2%. Ainda, as espécies que apresentam essa limitacao sao: C. afermentans,
C. coyleae, C. mucifaciens (<2%); C. aurimucosum, C. minutissimum e C. singulare
(<2%); C. sundsvallense e C. thomssenii (<1,5%); C. ulcerans e C. pseudotuberculosis
(<1% entre si e <2% com C. diphtheriae); C. propinquum e C. pseudodiphtheriticum
(<2%); C. xerosisi, C. freneyi e C. hansenii (<2%) e C. macginleyi e C. accolens (<2%)
(BERNARD; FUNKE, 2015).

Quando a identificacdo por sequenciamento de 16S rRNA é insuficiente,

comumente utiliza-se o sequenciamento do rpoB como método definitivo, mas o banco
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de sequéncias de referéncia para comparacao ainda ndo abrange todas as espécies
do género Corynebacterium spp. Além do sequenciamento deste gene, recentemente
foi proposto um teste da deteccdo dos padrdes de restricdo do gene rpoB baseado
em amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Apesar dos bons
resultados encontrados, esta ainda € uma metodologia trabalhosa, demorada e ainda
necessita de validagcao mais ampla (ALIBI et al, 2015).

Com o advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracéo, diversas
espécies tém hoje a sequéncia completa de seus genomas disponivel e novos genes
Unicos para determinada espécie podem ser identificados e, em vez de sequenciar
um gene marcador ortdlogo como o0 16S rRNA, e subsequentemente determinar a
posicéo filogenética do isolado em questdo para alcancar a identificacdo. A deteccéo
de genes alvo espécie-especificos representa uma abordagem mais precisa que pode
ser facilmente incorporada em laboratérios clinicos. A tipagem de genes espécie-
especificos oferece uma resposta ndo ambigua do tipo “sim” ou “ndo” para a
identidade de um organismo e estudos tem demonstrado que a amplificacdo de um
conjunto de genes espécie-especifico, quando em formato multiplex, ja mostraram
resolugdo igual ou maior a outras metodologias comumente utilizadas, como a
eletroforese em gel de campo pulsado (LAU et al, 2015; CORNELIUS et al, 2010).

Com a reducéo dos custos dos sequenciamentos de nova geracao em relacao
ao sequenciamento tradicional de Sanger, o sequenciamento de genomas nao sé
permite agora rapida identificacdo bacteriana como também pode oferecer uma
resolucdo molecular definitiva que pode ser superior a quaisquer testes fenotipicos e
genotipicos. Esta metodologia pode também ser utilizada quando os testes de
diagnéstico considerados padrdo falham consistentemente, seja por se tratar de um
patdgeno incomum ou uma variante de um patégeno conhecido que leva a resultados
falso negativos (KOSER et al, 2012).

1.1.3.3. Espectrometria de massas

Uma revolucdo ainda mais recente no campo de identificacdo de bactérias
patogénicas tem sido a implementacédo dos métodos baseados em espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF e do sistema Vitek MS (bioMérieux), um sistema de

espectrometria de massas desenvolvido especificamente para identificagao
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bacteriana, dentre outros sistemas especificamente por se tratarem de métodos muito
rapidos e, apesar do custo alto de aquisicdo do equipamento, o valor de cada anélise
€ baixo (ALIBI et al, 2015; BERNARD, 2012). Alguns trabalhos ja avaliaram a
confiabilidade destes métodos para identificacdo especifica de corinebactérias
(KONRAD; HORMANSDORFER; SING, 2015; FARFOUR et al, 2012; VILA et al,
2012).

A espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF basicamente consiste na
ionizacdo de proteinas bacterianas detectadas por um espectrdmetro de massas e
estes padrdes de ionizagdo, com base em sua relagéo entre massa e carga dessas
fracOes proteicas sdo comparados com entradas pré-carregadas em bancos de dados
e gerando um resultado que tem como base um grau de concordancia entre estes
padrées (ALATOOM et al, 2012).

De forma geral, estes trabalhos vém relatando melhoras consideraveis em
relacdo aos métodos de identificacdo convencionais, apesar de que resultados
ambiguos ainda tém sido observados. Porém, os recentes estudos publicados sobre
identificacdo de corinebactérias por espectrometria de massas ainda relatam
identificagbes ambiguas e os diferentes sistemas tém limitagbes na variedade de
espécies em seus bancos de dados, que também nao séo atualizados com frequéncia
adequada (SZEMRAJ et al, 2014; SCHULTHESS et al, 2014; BERNARD, 2012).

Atualmente, ainda ha clara discordancia entre os resultados gerados por
sistemas de identificacdo bioquimica e por métodos baseados em espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF. Isto se deve principalmente ao reduzido nimero de perfis
de espectrometria de massas de linhagens de corinebactérias emergentes existentes
nos bancos de dados atuais e a variabilidade bioquimica dos isolados de

corinebactérias.

1.1.4. Resisténcia multipla a agentes antimicrobianos

Estudos realizados pelo Center of Diseases Control (CDC) demonstram que a
taxa de infeccOes graves por bactérias com resisténcia multipla € ainda maior nos
paises em desenvolvimento e, em geral, os pacientes que contraem infeccbes por
bactérias resistentes tem pior progndéstico e maior risco de morte que individuos

infectados por bactérias da mesma espécie que sao sensiveis a agentes
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antimicrobianos, além de necessitarem de mais recursos médicos (WHO, 2015). As
espécies de corinebactérais patogénicas mais encontradas, no entanto apresentam
resisténcia multipla a antibiéticos. Por definicdo, sdo considerados micro-organismos
com resisténcia mdltipla os que apresentam resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano em trés ou mais classes de antibioticos (MAGIORAKOS et al, 2012).

Em 2015 o grupo de Bernard e colaboradores testou a atividade de agentes
antimicrobianos contra linhagens de corinebactérias e pode observar que 20
diferentes espécies apresentaram resisténcia multipla. Dentre os achados, verificaram
gue C. amycolatum era resistente a 10 diferentes classes de antibidticos, C. striatum
a 9 classes, C. xerosis a 3 classes (BERNARD; PACHECO, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

As dificuldades associadas a identificacdo de bactérias patogénicas
emergentes representam um sério impedimento para o rapido diagnostico de diversas
infecgbes humanas nos laboratérios de microbiologia clinica. O numero de espécies
do género Corynebacterium spp. identificadas como causadoras de infeccdes
oportunistas e hospitalares em humanos vem crescendo bastante atualmente e a
importancia das corinebactérias para os microbiologistas clinicos e profissionais da
saude aumentou muito nos ultimos anos.

Em estudos recentes no Brasil, corinebactérias nao-diftéricas do complexo
XSMA (Corynebacterium xerosis, Corynebacterium striatum, Corynebacterium
minutissimum e Corynebacterium amycolatum) foram relatadas como importantes
agentes causadores de infec¢cbes em pacientes com cancer. Estas bactérias tém sido
isoladas de diversas fontes, incluindo ferimentos cirargicos, trato urinario, trato
respiratorio, tumores ulcerados e cateteres venosos. As espécies mais comumente
isoladas sao C. amycolatum/C. xerosis e C. minutissimum (MARTINS et al, 2009).
Tem sido relatado também um aumento na incidéncia de outra corinebactéria
patogénica emergente, C. pseudodiphtheriticum. Esta espécie também foi identificada
como causadora de um surto de infecgBes respiratérias recentes em criangcas com
fibrose cistica, na Franca (BITTAR et al, 2010).

A identificacao rapida e confidvel de corinebactérias patogénicas emergentes é
essencial. No entanto, ndo é incomum encontrar trabalhos relatando identificacdes
ambiguas e até mesmo incorretas destas bactérias pelos métodos mais amplamente
utilizados, que se baseiam principalmente em testes bioquimicos, como o sistema API
(Rapid) Coryne. Ainda assim, a empresa lider mundial no fornecimento de kits semi-
automatizados para identificacdo bioquimica de corinebactérias, a bioMérieux,
registrou no Ultimo ano um aumento significativo nas suas vendas para paises do
bloco de mercados emergentes, incluindo o Brasil, e apesar de testes in vitro
representarem gastos aproximados de 4% de todos os valores gastos em hospitais,
seus resultados impactam 70% das decisdes meédicas, influenciando diretamente no
sucesso do tratamento de pacientes (BioMérieux, 2013).

Atualmente, o auxilio de métodos moleculares baseados no sequenciamento

de genes especificos e, mais recentemente, o uso de espectrometria de massas do
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tipo MALDI-TOF tem contribuido bastante para melhorar a identificacdo de
corinebactérias. Porém, estes métodos ainda ndo sdo acessiveis para a maioria dos
laboratorios clinicos, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento.

Além disso, é clara a discordancia que ainda existe entre os resultados gerados
por sistemas de identificacdo bioquimica e por métodos baseados em espectrometria
de massas do tipo MALDI-TOF. Isto se deve principalmente a grande variabilidade
bioquimica dos isolados de corinebactérias e ao reduzido nimero de perfis de
espectrometria de massas de linhagens de corinebactérias emergentes existentes nos
bancos de dados atuais.

O aumento da importancia clinica desses novos patégenos leva a necessidade
do conhecimento de suas susceptibilidades a agentes antimicrobianos atualmente
disponiveis. Apesar de os dados ainda serem limitados, as espécies pertencentes ao
complexo XSMA tem mostrado um fendtipo resistente a multiplos antibiéticos
(BERNARD et al, 2015).

Neste contexto, o principal objetivo deste projeto é utilizar métodos de
gendmica estrutural e funcional numa estratégia sistémica para entender a
variabilidade genética existente entre diferentes isolados de corinebactérias
patogénicas emergentes, tornando possivel a identificacdo de novos genes Unicos de
cada espécie emergente e fomentando a proposicdo de novos testes que poderao ser
utilizados nos laboratérios de microbiologia clinica para rapida identificacdo destas
bactérias. Espera-se que os resultados gerados neste trabalho contribuam
significativamente para a identificacdo rapida e segura destas corinebactérias no

futuro préximo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar analises gendmicas comparativas de diferentes isolados de
corinebactérias patogénicas emergentes para deteccdo de novos genes que
facilitardo a identificacdo r4pida e confiavel destas bactérias em laboratérios de

microbiologia clinica.

3.2. Objetivos Especificos

e Sequenciar completamente e montar os genomas de trés espécies de
corinebactérias patogénicas emergentes, incluindo isolados clinicos com

variabilidade bioquimica;

e Realizar anotacdo semi-automatizada de todas as sequéncias gendmicas

geradas;

¢ Realizar andlises gendbmicas comparativas das corinebactérias patogénicas

emergentes sequenciadas;
e I|dentificar genes unicos das linhagens de corinebactérias patogénicas

emergentes sequenciadas e propor novos testes moleculares para

identificacdo rapida destas bactérias.
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada neste trabalho esta esquematizada na Figura 1 e sera

descrita em detalhes nos proximos topicos.

O genoma
esta
disnonivel?

Selecdo das linhagens
bacterianas

Reanotagao
gendmica estrutural
e funcional

Identificagcdo das
linhagens

Analise gendmica

. comparativa
Sequenciamento e

montagem dos
L INED

Selegao de genes
Unicos

Anotacdo gendmica
estrutural e funcional

Desenho de primers

Calculos de sensibilidade e
especificidade analitica e de Reagdes em cadeia
concordancia diagndstica da polimerase (PCR)

Figura 1 — Fluxograma geral da metodologia utilizada neste trabalho. O fluxograma completo foi
utilizado para as linhagens que ndo possuiam genomas sequenciados e disponiveis publicamente em
bancos de dados. Quando o genoma ja estava disponivel, os passos foram realizados a partir da
Reanotacdo gendmica estrutural e funcional
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4.1. Linhagens bacterianas

Neste estudo, foram utilizadas diferentes linhagens das corinebactérias do aqui
chamado grupo XSMA, para sequenciamento, analise genbmica comparativa e
avaliacao de testes de identificacdo molecular.

As linhagens sequenciadas foram:

e Corynebacterium xerosis ATCC 373" (LEHMANN; NEUMANN, 1986)
e Corynebacterium striatum 1961 BR-RJ/09 (SOUZA et al, 2015)
e Corynebacterium minutissimum 1941 (MARTINS et al, 2009)

Linhagem cuja sequéncia genémica foi obtida do banco de dados do NCBI:
e Corynebacterium amycolatum SK46 (Humam Microbiome Project ID
0282)

Linhagens utilizadas para testes moleculares e suas validacdes:

e Corynebacterium amycolatum 2354 (RAMOS, 2014)
e Corynebacterium amycolatum 2459 (RAMOS, 2014)
e Corynebacterium amycolatum 2407 (RAMOS, 2014)
e Corynebacterium striatum 2103 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2308 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2324 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2376 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2390 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2401 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2432 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium striatum 2454 (RAMOS, 2014)

e Corynebacterium minutissimum 2422 (RAMOS, 2014)
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As linhagens utilizadas para realizagéo e validagcado dos testes moleculares
foram obtidas, previamente isoladas e caracterizadas fenotipicamente por cultivo
bacteriano e provas bioquimicas convencionais API Coryne e Vitek 2 (RAMOS, 2014).
Os resultados de identificacdo para as linhagens de referéncia estdo compilados na
Tabela 2, com excecéo de Corynebacterium xerosis ATCC 3737, que é uma linhagem
de referéncia para a espécie, j& bem caracterizada. As linhagens contidas na Tabela
3 apresentavam identificacdo ambigua ou divergente entre os métodos utilizados e
também foram utilizadas para compor os testes de PCR. A identificacdo final das

linhagens foi dada pelo resultado de identificacdo do sequenciamento do gene rpoB.

Tabela 2 - Caracterizacdo bioquimica e genotipica das linhagens utilizadas como
referéncia nos testes moleculares

Linhagem API Coryne Vitek 2 16S rRNA* rpoB*
_ 99,06% 96,52%
2354 Corynebacterium Group G C. amycolatum
C. amycolatum C. amycolatum
99,02%
2422 C.striatum/amycolatum N30 realizado _ 97,83%
C. singulare C. minutissimum
. . 99,03% 97,1%
2454 C.striatum/amycolatum C. striatum . .
C. striatum C. striatum
c ) Linhagem de referéncia bem caracterizada por testes bioquimicos e moleculares,
. Xerosis
3737 incluindo sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB (American Type Culture
Collection — ATCC, dados nao disponiveis)
Adaptado: RAMOS, J. Dissertacédo de Mestrado, UERJ, 2014.
* Porcentagem de similaridades entre sequéncias do gene contra o banco de
dados.

Tabela 3 — Caracterizacdo bioquimica e genotipica das demais linhagens
utilizadas para avaliacdo dos testes moleculares

Linhagem API Coryne Vitek 2 16S rRNA* rpoB*
_ 99,77% 96,65%
2103 C. argentoratense C. striatum _ _
C. striatum C. striatum
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98,96% 97,11%

2308 C.striatum/amycolatum C. minutissimum . .
C. striatum C. striatum
o 99,69% 96,89%
2324 C. afermentans/coyleae C. minutissimum . .
C. striatum C. striatum
. _ 99,12% 97,12%
2376 C. macginley N&o realizado _ _
C. striatum C. striatum
_ . 99,39% 98,04%
2390 N&o realizado C. striatum . .
C. striatum C. striatum
. _ 99,45% 97,12%
2401 N&o realizado C. striatum _ _
C. striatum C. striatum
_ 99,14% 98,76%
2407 C.striatum/amycolatum C. amycolatum
C. amycolatum C. amycolatum
_ _ 99,77% 99,28%
2432 C.striatum/amycolatum C. striatum _ _
C. striatum C. striatum
_ 99,14% 98,74%
2459 C.striatum/amycolatum C. amycolatum
C. amycolatum C. amycolatum

Adaptado: RAMOS, J. Dissertacédo de Mestrado, UERJ, 2014.
* Porcentagem de similaridades entre sequéncias do gene contra o banco de
dados.

4.2. Sequenciamento gendmico por métodos de nova geracao e montagem dos

genomas

O DNA gendmico dos isolados de C. xerosis ATCC 3737, C. minutissimum 1941
e de C. striatum 1961 BR-RJ/09 foi extraido utilizando o QlAamp DNA minikit (Qiagen)
de acordo com as recomendacdes do fabricante e o sequenciamento de DNA foi feito
utilizando a plataforma lon Torrent PGM (Life Technologies) com chip 318, utilizando
bibliotecas de fragmentos. Montagens de novo das sequéncias em contigs foi
realizada utilizando os montadores MIRA (CHEVREUX; WETTER; SUHAI, S. 1999) e
SPAdes (BANKEVICH et al, 2012), e a curadoria para reducao de gaps foi feita com
Lasergene v.11 Suite (DNASTAR). As sequéncias gendmicas totais geradas foram
depositadas no DDBJ/EMBL/GenBank sob os nimeros de acesso LAY S00000000 (C.
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xerosis ATCC 373T), LAYQ00000000 (C. minutissimum 1941) e LAYR00000000 (C.
striatum 1961 BR-RJ/09). Esta etapa foi realizada por colaboradores do Laboratoério
de Polimorfismo de DNA, da Universidade Federal do Para sob coordenacdo do

Doutor Rommel Thiago Juca Ramos.

4.3. Anotagdo gendmica

O arquivo contendo cada sequéncia gendmica obtida no formato FASTA foi
utilizado como entrada para a anotagcédo gendmica funcional, realizada de modo semi-
automatizado por meio do servidor RAST (AZIZ et al, 2008). Apds o envio do arquivo
das sequéncias, utilizamos o esquema de anotacdo Classic RAST e optamos pela
correcdo automatica de erros e correcao de frameshifts das sequéncias, bem como

pelo preenchimento de gaps. Os demais parametros nao foram alterados.

4.4. Analise gendmica comparativa e selecdo de genes Unicos

As sequéncias gendmicas das linhagens sequenciadas foram analisadas
comparativamente utilizando o software EDGAR (Efficient Database framework for
comparative Genome Analyses using BLAST score Ratios) de acordo como descrito
por Blom e colaboradores (2009) ap6s a anotacdo estrutural, ou seja, apos a
localizacdo de genes e elementos funcionais como RNAs no genoma recém
sequenciado. Sequéncias gendmicas Unicas foram obtidas pela andlise de Singletons
e um diagrama de Venn foi gerado. Outras andlises de busca foram realizadas
utilizando o ambiente SEED Viewer (OVERBEEK et al, 2014) através de reconstrucao
preliminar de funcdes bioldgicas e comparacéo entre espécies.

As sequéncias encontradas como Unicas para cada espécie no EDGAR e no
SEED foram pré-selecionadas como candidatas a genes unicos. A filtragem destes
genes foi dada inicialmente pela eliminacéo de genes hipotéticos, ou seja, de regides
do genoma que continham codons de iniciacdo e de terminagdo, mas que nao
possuiam anotacao funcional, dado o grande volume de sequéncias encontradas.

Apoés esta filtragem, genes foram analizados manualmente pela ferramenta
BLASTN, disponivel no NCBI, um tipo de alinhamento local que utiliza sequéncias

nucleotidicas como entrada e procura por similaridade em bancos de dados de
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nucleotideos. Por este banco de dados ser menos acurado, andlises também foram
realizadas por BLASTX, outra ferramenta disponivel no NCBI, mas que utiliza como
entrada sequéncias nucleotidicas e procura por similaridades em um banco de dados
de proteinas traduzidas. A busca foi limitada ao género Corynebacterium spp. e foi
utilizado banco de dados ndo redundante (nr), para evitar que alinhamentos fossem
encontrados ao acaso.

Alinhamentos de BLAST que possuiam e-value maior que 10, e identidade e
cobertura maiores que 70% foram descartados da analise e foi também selecionado
um gene comum a todas as quatro espécies do complexo XSMA para que pudesse
ser utilizado como marcador do género. No final, foram consideradas como Unicos 0s
genes que, apos 0s BLASTSs, ndo possuiam similaridades de sequéncias significativos
entre as nossas espécies de estudo e espécies relacionadas e gene comum ao género

aquele gue apresentasse similaridade entre as quatro espécies do estudo.

4.5. Desenho de primers

Primers para reacfes de PCR foram desenhados utilizando a ferramenta
Primer-BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Primer-blast/). Nesta
etapa, a sequéncia de nucleotideos dos genes Unicos selecionados foi utilizada como
entrada e o tamanho do produto de PCR (amplicon) foi configurado entre 50 e 150 pb
para C. xerosis, 150 pb e 250 pb para C. striatum, 250 pb e 350 pb para C.
minutissimum, 350 pb e 450 para C. amycolatum e entre 450 pb e 550 pb para o gene
marcador do género. Tamanhos diferentes de produtos amplificados foram escolhidos
para que nao houvesse sobreposicdo de bandas correspondentes aos amplicons e
comprometimento da leitura e interpretacdo dos resultados de PCR por eletroforese
em gel de agarose. Também foi utilizado banco de dados n&o redundante e o género
Corynebacterium spp. como parametros de verificacdo da especificidade dos primers.
Outros parametros nao foram alterados.

Reacdes de PCR virtual foram realizadas utilizando a mesma ferramenta para
verificar a eficiéncia dos primers. Neste caso, em vez de utilizar as sequéncias dos
genes, foram utilizadas as sequéncias dos primers obtidos pela etapa anterior. Os
parametros utilizados para a PCR virtual foram os mesmos utilizados no desenho de

primers. Alinhamentos das sequéncias génicas completas traduzidas foram feitos
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utilizando a ferramenta ClustalO e visualizados no JalView para verificar as regides

de anelamento dos primers de forma a reduzir ainda mais a possibilidade de

amplificacéo inespecifica de genes de outras espécies.

4.6. Reacbes de PCR

As reacdes de PCR foram preparadas em microtubos realizadas em

termociclador (Applied Biosystems), conforme descrito na Tabela 4. Os primers

utilizados nesta etapa foram gerados neste trabalho e estdo descritos em maiores

detalhes na Tabela 5. Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese

em geéis de agarose a 1,5% corados com SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen).

Tabela 4 - Sistemas e condi¢cdes de PCR utilizados

Sistemas e Reagentes Concentracgao Final

Condicdes dos ciclos

Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity

Tp 10X 1x

Tag Platinum 0,5U
MgSO4 50 mM 1,5 mM
dNTP Mix10 mM 0,2 mM

Primer F 10 uM 2 UM

Primer R 10 uM 2 uM
DNA Molde 20-40ng

H20 g.s.p. 10 ul

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (1)
5X Q5 Reaction Buffer 1x
Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase
dNTP Mix10 mM 0,2 mM

0,02U

P1: 94°C por 3 min
P2: 94°C por 30 seg
P3: 65°C ou 58°C por 40 seg
P4: 68°C por 1 min ou 50s
P5: 30X de P2 a P4
P6: 68°C por 3 min
P7: 4°C

P1: 98°C por 3 min
P2: 98°C por 10 seg
P3: 65°C por 30 seg
P4: 72°C por 30s
P5: 30X de P2 a P4
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Primer F 10 pM 0,5uM P6: 72°C por 3 min

Primer R 10 uM 0,5 uM P7:4°C ~
5X Q5 High GC Enhancer 1X
DNA Molde 20-40ng
H20 g.s.p. 10 ul

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (2)
5X Q5 Reaction Buffer 1x

Q5® Hot Start High-

P1: 94°C por 3 min
P2: 94°C por 30 seg

Fidelity DNA Polymerase 002U P3: 60°C por 40 seg
dNTP Mix10 mM 0,2 mM P4: 72°C por 50s
Primer F 10 pM 0,5 uM P5: 30X de P2 a P4
Primer R 10 pM 0,5uM P6: 72°C por 3 min

DNA Molde 20-40ng P7:4°C
H20 g.s.p. 10 ul

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (3)
5X Q5 Reaction Buffer 1x
Q5® Hot Start High-

P1: 94°C por 3 min
P2: 94°C por 30 seg

Fidelity DNA Polymerase 002U P3: 63°C por 40 seg
dNTP Mix10 mM 0,2 mM P4: 72°C por 50s
Primer F 10 pM 0,5 uM P5: 30X de P2 a P4
Primer R 10 pM 0,5 uM P6: 72°C por 3 min

DNA Molde 20-40ng P7: 4°C «
H20 g.s.p. 10 ul
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Tabela 5 - Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nos

ensaios de PCR

Tamanho
, . Funcéo
Primer Sequéncia 5’ -> 3 o esperado do
Bioldgica _
amplicon
Cory-F CAGGACTGGATCGACCACGACCCGAAG Provavel 513 bb
Cory-R CTCGGAGTAGCGGGCGCCGATGCG esterase P
Cxer-F CGTGGACGAGGCTGGAATC Provavel
permease
envolvida no
106 pb
Cxer-R ACCAGTTTCGGGGTGAGGA transporte de
drogas e
metabdlitos
Cstr-F CTTCGAAGAACATGAAGGCA Permease
envolvida no
226 pb
Cstr-R CCGTAGTACATCGCTACGGC transporte de
ferro
) TATGATTTCGGGCGCTCGTT Proteina de
Cmin-F1
membrana de
. 304 pb
. funcao
Cmin-R1 CAATCACCGCACCAATGACC _
desconhecida
. GCGCTCGTTCATAAACTCCG Proteina de
Cmin-F2
membrana e
. 311 pb
. funcao
Cmin-R2 CGTTATTCCACAGCCACCCA _
desconhecida
Cmin-F3 AAAACATTGTGCTCGGTCGC Transportador 206 pb
Cmin-R3 GATAAACACCATCGCCACGC de ribose P
Cmin-F4 CGTCAGCGCATAACTCTTGC Transportador 317 bb
Cmin-R4 ACATTGTCGGAGGCAACCAT de ribose P
Camy- GTGCCCAGTCATACCAGCTT
1 Componente da
enterobactina 413 pb
Camy- )
R1 CAAGCCCTACTTGCACTCCA sintetase
Camy- . .
Eo ATGACCAAGACGGATGCTGG Lisofosfolipase 434 pb
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Camy-

Ro TTGGTGGGAACGAAACCACA
Camy-
Y CGTTATCCAGCAAATCGGCG
F3 Transportador
_ 402 pb
Camy- de carboidratos
R3 ACTCTAGCCACCAACATCGC
Camy-
F4y GGTGGCCGCTGAATTTGAAG
c Transferase 416 pb
amy-
R4y CGGGAACGTCCTTAGTCACC

4.6.1. Eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose foram preparados a 1,5% dissolvendo a agarose (Sigma)
em tampao Tris-Acido Acético-EDTA (TAE) 1X por aquecimento e acrescentando-se
SYBR® Safe DNA gel stain na proporgao de 10 ul de SYBR® Safe para cada 1 ml de
gel. Em cada poco, foram aplicados 5 pl do produto da PCR e 1 pl do tampéao de
amostra, excetuando-se no primeiro poc¢o, que foram aplicados 5 ul do marcador de
peso molecular (Invitrogen) e 1 pl de tampao de amostra. As corridas de eletroforese
foram realizadas em tampéao de corrida TAE 1X sob uma corrente de 90 volts por
aproximadamente 35 minutos. Apds a corrida, os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados com o equipamento LPIX Transilluminator (Loccus
Biotecnologia).

4.6.2. Testes de sensibilidade diagnéstica

A sensibilidade diagnéstica do teste foi definida como o nimero de verdadeiros
positivos (VP), dividido pela soma dos verdadeiros positivos e falsos negativos (FN),
ou seja Sensibilidade = VP/(VP+FN), de acordo com McAdam (2000). Estes
resultados sdo tomados com base em conjuntos de linhagens com problemas de

identificacéo.

46



4.6.3. Testes de especificidade analitica

Para testar a especificidade analitica dos ensaios de PCR, reacdes foram
montadas utilizando Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (Tabela 4),
iniciadores de sequéncia especificos para a espécie a ser testada e DNA molde das
outras espécies do complexo XSMA. ReacBes de controle foram realizadas
acrescentando agua ultrapura ao invés de DNA gendmico e com primers para todas
as espécies em questdo. Os produtos da amplificacdo foram posteriormente
visualizados em gel de agarose 1,5% descrito adiante em 4.6.1. A especificidade
analitica do teste foi calculada com base no nimero de amplificacdes positivas dentro

de um conjunto de amostras diferentes bem caracterizadas, dentro do mesmo teste.

4.6.4. Testes de especificidade diagnodstica

A especificidade diagndstica do teste foi dada como proposto por McAdam
(2000) e foi definida como o numero de verdadeiros negativos (VN) dividido pela soma
de verdadeiros negativos e falso positivos (FP), ou seja, Especificidade = VN/
(VN+FP). Os valores foram tomados com base na identificacédo de isolados clinicos e

0s critérios utilizados sdo os mesmos descritos no item 4.6.3.

4.6.5. Estabelecimento de concordéancia diagndstica

Para calcular a concordancia diagnéstica do teste, dada em porcentagem, foi
dada pela soma de resultados verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, dividido
pelo total de testes e multiplicado por 100. Ou seja: Concordancia diagndstica =

[(Verdadeiros Positivos + Verdadeiros Negativos)/Total] X 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sequenciamento e anotacao funcional dos genomas

Diversos estudos tém tentado ao longo dos anos resolver o problema de
identificacdo de corinebactérias patogénicas emergentes e tem sido cada vez mais
demonstrado que as abordagens moleculares séo as mais eficientes quando se trata
de correta identificacdo de corinebactérias (ALIBI, 2015; BERNARD, 2012). A
disponibilidade de sequéncias de genomas completos fornece agora a oportunidade
de desenvolvimento de métodos de diagndstico molecular através da deteccdo de
genes-alvo espécie especificos para identificacdo de isolados, através da gendmica
comparativa.

No inicio deste trabalho, a Unica espécie do complexo XSMA que ja havia sido
sequenciada era a C. amycolatum SK46, isolada do Human Microbiome Project, cujo
genoma ja havia sido depositado no banco de dados do NCBI. Para a aplicacédo da
estratégia aqui utilizada, foram sequenciadas outras trés linhagens: C. striatum 1961
BR-RJ/09, que havia sido isolada da urina de uma mulher hospitalizada (SOUZA et al,
2015), C. minutissimum 1941, isolada de um paciente hospitalizado com cancer,
isolada em um hospital no Rio de Janeiro, Brasil (MARTINS et al, 2009), e C. xerosis
ATCC 373", uma linhagem de referéncia para a espécie isolada da infeccéo de ouvido
de uma crianca (LEHMANN; NEUMANN, 1986).

Além da identificacdo pelo método comercial APl Coryne™, as linhagens
sequenciadas neste trabalho foram identificadas previamente por grupos
colaboradores pelo método de espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF usando
o sistema de identificacdo Bruker Biotyper v.2.0 e foram obtidas identificacbes
confiaveis (score > 2.0) em nivel de espécie, mesmo daquelas identificadas apenas
como pertencentes ao complexo XSMA nos testes bioquimicos. Ainda, apds o
sequenciamento gendmico, foi realizada também analise dos genes 16S rDNA e rpoB
dos isolados, ambos usados como referéncia para identificacdo de espécies do
género Corynebacterium spp. Os resultados confirmaram as identificacdes obtidas por
MALDI-TOF, com todas as linhagens apresentando identidade maior que 98,0% com
sequéncias génicas de referéncia depositadas em bancos de dados, tais como 0 16S
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ribosomal RNA database do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Dados nao publicados).

As descricoes de genomas de corinebactérias feitas até o ano de 2012
apontaram o tamanho variavel de sequéncias entre aproximadamente 2,4 Mb para C.
urealyticum e 3,3 Mb para C. glutamicum, bem como contetudos de G+C, que em geral
séo altos, mas que podem variar de 46% a 74% dos nucleotideos totais (Bergey’s
Manual, 2012). Neste trabalho os genomas sequenciados variaram de 2,61 Mb para
C. striatum 1961 a 2,78 Mb para C. minutissimum 1941, sendo maiores do que 0s
genomas ja descritos, maiores inclusive do que novos genomas sequenciados de
outras linhagens da mesma espécie. No entanto, ao que se refere ao conteddo de
G+C, a porcentagem variou de 59,4% para C. striatum 1961 a 68,7% para C. xerosis.

As informacfes genbmicas encontradas para as linhagens de corinbactérias
utilizadas neste estudo estdo contidas na Tabela 6. As informagdes gendmicas de
outras corinebactérias do complexo XSMA sequenciadas em outros estudos estdo na
Tabela 7.

Tabela 6 - InformacBes gendmicas de corinebactérias do complexo XSMA
utilizadas neste estudo

; ) Ndamero de
o Tamanho do Conteddo NuUmero de .
Espécie/Linhagem RNAs Referéncia
genoma G+C Genes _
Preditos
_ PACHECO et al,
C. xerosis 3737 2,75 Mb 68,7% 2613 56
2015
_ MATTOS-GUARALDI
C. striatum 1961 2,61 Mb 59,4% 2455 68
et al, 2015
C. minutissimum PACHECO et al,
2,78 Mb 61,1% 2547 64
1941 2015
Humam Microbiome
C. amycolatum Project, ID 0282,
2,51 Mb 58,6% 2167 51 _ _
SK46 BioProject

PRJINA31007
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Tabela 7 - Informacdes genémicas de outras corinebactérias do complexo XSMA
disponiveis até o momento

Tamanho do  Contelido NUmero de NUumero

Espécie/Linhagem Referéncia
genoma G+C Genes de RNAs
C. striatum ATCC BioProject
2,83 Mb 59,4% 2574 49
6940 PRJNA31449
C. minutissimum PENTON et al,
2,66 Mb 59,96% 2436 58
ATCC 23348 2015

A anotacdo dos genomas foi feita através do servidor RAST (Aziz et al, 2008),
um servi¢o automatizado de anotacao de genomas bacterianos baseado na utilizagéao
de uma biblioteca de atividades funcionais curada manualmente, chamadas de
subsistemas, e em familias de proteinas em grande parte derivadas destes
subsistemas. Este servidor possui uma interface intuitiva e permite a submissao de
genomas mesmo com varios contigs, como neste estudo, sendo esta uma das
principais razdes de sua escolha.

O sequenciamento gendmico das linhagens C. striatum 1961 BR-RJ/09, C.
minutissimum 1941 e C. xerosis ATCC 373" forneceu informacdes estruturais sobre
tamanho dos genomas e contetdos de G+C, enquanto que informacfes adicionais
foram fornecidas pela anotacéo dos genomas usando RAST (Rapid Annotations using
Subsystems Technology), como nimero de sequéncias codificadoras. C. amycolatum
SK46, cujo genoma ja estava disponivel publicamente em bancos de dados também
foi incluida na nossa anotacdo gendmica. Estes resultados estdo compilados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados de sequenciamento e anotacdo gendmica

) C. striatum o
. C. xerosis C. minutissimum  C. amycolatum
Espécie 1961 BR-
3737 1941 SK46
RJ/09
Tamanho do
2.749.912pb  2.611.976 pb 2.780.059 pb 2.513.912 pb
genoma
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Contetido G+C 68,7% 59,4% 61,1%

Elementos
. _ 2669 2524 2611 2210
funcionais
Possiveis genes
_ 22 16 22 15
perdidos
Genes
_ - 1 1 -
incorporados
Sobreposicao
p 9_ ] 1 1 ]
de mesma fita
NUmero de
_ 152 28 42 48
contigs
NUamero de
_ 340 350 354 330
subsistemas
NUmero de
sequéncias 2613 2456 2547 2159
codantes
NUmero de
56 68 64 51
RNAs

5.2. Analise genémica comparativa

Em posse dos genomas completamente sequenciados e anotados, as analises
comparativas foram feitas utilizando o servidor EDGAR (Efficient Database framework
for comparative Genome Analyses using BLAST score Ratios) (Blom et al, 2009). O
EDGAR é uma plataforma de comparacédo de genomas procariotos e utiliza taxas de
pontuacbes de BLAST. Estas pontuagfes sdo chamadas de SRVs (Score Ratio
Values) e sao definidas como a taxa de score observado dividido pelo score maximo,
em valores que vao de 0 a 1 e que podem ser dados em porcentagem. Estes scores
sdo valores de alinhamentos feitos por BLAST e dizem respeito a similaridade do
alinhamento entre genes. Para o género Corynebacterium spp., que o préoprio servidor

reconhece como um género de genomas muito distintos entre as espécies, o ponto
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de corte para a distingdo entre as sequéncias génicas é definido com SVR de 35%
(BLOM et al, 2009).

Ainda no EDGAR, uma andlise de singletons foi feita e os identificadores das
sequéncias génicas foram utilizados para buscar suas respectivas sequéncias no
NCBI, visto que o ponto de corte de 35% é muito rigoroso e alvos potenciais poderiam
ter sido descartados na analise. Comparactes de sequéncias completas feitas pelo
servidor EDGAR entre as linhagens deste estudo permitiram a deteccdo de 972
sequéncias codificadoras (CDSs) comuns aos quatro isolados, tornando possivel
identificar também genes Unicos para cada espécie, quando comparadas entre si: C.
xerosis ATCC 373" (1,057 CDSs), C. striatum ATCC 6940 (514 CDSs), C.
minutissimum 1941 (623 CDSs) e C. amycolatum SK46 (517 CDSs) (Figura 2).

3

Figura 2 - Diagrama de Venn gerado a partir da analise genémica comparativa baseada em
scores de BLAST e feita através do servidor EDGAR. Numeros de sequéncias codificadoras Unicas
e compartilhadas sdo mostradas. 1 (Vermelho): C. amycolatum SK46; 2 (Verde): C. minutissimum 1941,
3 (Azul): C. striatum ATCC 6940; 4 (Amarelo): C. xerosis ATCC 373"T. Esta andlise levou em
consideragdo todas as sequéncias codificadoras de cada genoma, e ndo apenas genes do core de
cada espécie.

52



5.3. Ensaios de PCR

5.3.1. Padronizacdo de PCR e resultados iniciais

A ideia inicial deste trabalho era incluir nas rea¢cdes um alvo para marcacéo do
género Corynebacterium spp. que funcionasse como um controle interno de
amplificacdo. Assim, com a analise genémica comparativa foi possivel ter acesso nao
s6 as sequéncias de genes unicos, mas também as sequéncias de genes comuns as
quatro espécies do estudo. A analise gendmica comparativa feita no EDGAR
identificou 972 genes considerados comuns ao género (Figura 3), e apos eliminacéo
de genes hipotéticos e dos alinhamentos por BLASTn e BLASTX, 0 gene de uma
provavel esterase foi selecionado para compor o teste. Utilizando a sequéncia deste
gene como entrada, o par de primers Cory-F e Cory-R foi desenhado e o tamanho

esperado dos amplicons era de 513 pares de bases:

Figura 3 - Andlise gendmica comparativa para selecdo de gene marcador para o género
Corynebacterium spp. 972 genes foram encontrados através do EDGAR e estdo mostrados na regido em
destaque.

53



A r \
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Cremsis’{- 13568 ACTC
Catrigtum-1968 ACTC
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Crems o - 1963 A
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Cifmudi s mun - 1968 A
Canyoolatwa1-1268 A

Figura 4 - Alinhamentos realizados para desenho de primers para marcacdo de género. Os alinhamentos
foram feitos utilizando o ClustalO e visualizados no JalView. As chaves indicam a regido utilizada para o desenho
de primers direto (A) e reverso (B)

As reagoes de PCR foram testadas utilizando o sistema Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Tabela 4) e das tentativas de padronizagéo de amplificagéo
do par de primers marcadores de género, cujo produto de amplificacdo era esperado
em todas as espécies, s6 houve amplificacdo em C. striatum 2454 e C. minutissimum
2422; ndo houve amplificacédo para C. xerosis ATCC 373" nem para C. amycolatum

2459 (Figura 5).
PM 1 2 3 4 5

500 pb 513 pb

400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 5 - Tentativa de padronizacdo da rea¢cdo de PCR para alvo marcador de género. Reacdes
foram feitas utilizando o par de primers Cory-F e Cory-R e o sistema Platinun Taq®. PM — Marcador de
peso molecular (100pb DNA Ladder, Promega); 1 — Controle negativo de reacao; 2 — C. xerosis ATCC
373T; 3 — C. striatum 2454; 4 - C. minutissimum 2422; 5 - C. amycolatum 2459. Gel de agarose 1,5%
corado com SYBR Safe DNA gel stain.

Ainda utilizando o sistema Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity

(Tabela 4), as amplificagbes foram realizadas satisfatoriamente para os primers
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espécie-especificos de C. xerosis, utilizando DNA genémico de C. xerosis ATCC 373T,;
e para o primer de C. striatum, utilizando DNA gendmico de C. striatum 2454 (Figura
6).

500 pb
400 pb
300 pb 226 pb
200 pb
106 pb

100 pb

Figura 6 - Tentativa de padronizacao dareacdo de PCR para alvos espécie-especificos. Reagfes
foram feitas utilizando pares de primers espécie-especificos e o sistema Platinun Tag®. PM — Marcador
de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 — C. xerosis ATCC 373"e primers Cxer-F e Cxer-
R; 2 — C. striatum 2454 e primers Cstr—F e Cstr-R; 3 — Controle negativo de reagcdo. Gel de agarose
1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

Inicialmente foram testados também, por este sistema, os pares de primers
Cmin-F1 e Cmin-R1 e C-min F2 e Cmin-R2 para identificacdo de C. minutissimum e o
par Camy-F1 e Camy-R1 para identificacdo de C. amycolatum, no entanto, nenhuma
amplificacdo ocorreu. Por se tratarem de genomas com altos conteudos de G+C,
optamos pela substituicdo do Kit de PCR pelo kit Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase, que contém uma DNA Polimerase de alta especificidade e fidelidade,
com maior eficiéncia para amplificacdo de alvos com alto contetiido G+C. As primeiras
reacoes foram realizadas utilizando as condi¢Bes de ciclo de Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase (1) (Tabela 4); no entanto houveram amplificacbes
inespecificas em todas as reacdes realizadas, que podem ser observadas na Figura
7.
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500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 7 - Tentativa de padronizacdo da reacdo de PCR utilizando Q5® Hot Start High-Fidelity
DNA Polymerase (1). Reagbes foram feitas utilizando primers Cory-F e Cory-R nas colunas 1 a5 e
primers espécie-especificos nas demais colunas. PM — Marcador de peso molecular (100pb DNA
Ladder); 1 — C. xerosis ATCC 373T; 2 — C. striatum 2454; 3 - C. minutissimum 2422; 4 - C. amycolatum
2459; 5 — C. diphtheriae NCTC 13129; 6 — C. minutissimum 2422 e primers Cmin-F1 e Cmin-R1; 7 — C.
minutissimum 2422 e primers Cmin-F2 e Cmin-R2; 8 — C. amycolatum 2459 e primers Camy-F e Camy-
R; 9 — C. minutissimum 2422 e primers Cmin-F1 e Cmin-R2; 10 — Controle negativo de reacdo. Gel de
agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

Novas reacOes foram realizadas utilizando este kit com e sem o Enhancer, que
teoricamente melhoraria a performance de amplificacdes para genomas com altos
contetdos de G+C. Apesar das tentativas, ainda assim os alvos de C. minutissimum
e C. amycolatum continuaram sem amplificacdo. A partir deste ponto, novos pares de
primers foram desenhados para estas duas espécies e os resultados foram discutidos
nas secbes de resultados especificos para cada espécie. Possivelmente estes
mesmos resultados seriam obtidos sem substituicdo do kit de PCR.

O resumo de todas as PCRs realizadas neste estudo esta compilado na Tabela

9.
Tabela 9 - Ensaios de PCR realizados
_ Cmin-Fle Camy-F2 e
Linhagem Cxer-F e Cxer-R Cstr-F e Cstr-R _
Cmin-R1 Camy-R2
C. xerosis ATCC 3737 + - - -
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C. striatum 2454 - + - -
C. striatum 2103 NR + NR -
C. striatum 2308 NR + NR -
C. striatum 2324 NR + NR -
C. striatum 2376 NR + NR -
C. striatum 2390 NR + NR -
C. striatum 2401 NR + NR -
C. striatum 2432 NR + NR -
C. minutissimum 2422 - - - Ampliicagao
inespecifica
C. amycolatum 2459 - - NR +
C. amycolatum 2407 NR - NR +
C. amycolatum 2354 NR - - +

+ Amplificacéo positiva
- Amplificagdo negativa
NR N&o realizado

5.3.2. Desenvolvimento de teste de identificacdo para Corynebacterium xerosis

5.3.2.1. Anotacédo genémica funcional

A anotacdo gendmica funcional do genoma sequenciado de C. xerosis 373" foi
realizada também através do servidor RAST, permitindo a visualizacéo de categorias
funcionais através da distribuicdo de subsistemas. A predicao evidenciou distribuicédo
uniforme das categorias entre as espécies cujos genomas foram anotados, havendo
predominéancia de fungbes relacionadas ao metabolismo de aminoacidos e proteinas
e carboidratos e cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos. Também
merecem destaque as funcdes bioldgicas relacionadas a patogenicidade e defesa
(Figura 8).
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Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (182)
Cell Wall and Capsule (71)

Virulence, Disease and Defense (38)
Potassium metabolism (2)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (20)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (59)

Iron acquisition and metabolism (12)
RMA Metabolism (84)

Mucleosides and Nucleotides (83)

Protein Metabolism (213)

Cell Division and Cell Cycle (22)

Motility and Chemotaxis (7)

Eegulation and Cell signaling (28)
Secondary Metabolism (0)

DMA Metabolism (89)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (104)
MNitrogen Metabolism (15)

Dormancy and Sporulation (2)
Respiration (55)

Stress Response (68)

Metabolism of Aromatic Compounds (3)
Amino Acids and Derivatives (262)

Sulfur Metabaolism (21)

Phosphorus Metabolism (30)
Carbohydrates (241)

Figura 8 — Distribuicédo do genoma de C. xerosis 373" em categorias funcionais. A distribuicdo de
categorias funcionais foi obtida no ambiente SEED do RAST, utilizando a tecnologia de
subsistemas.baseados em FIGfams (AZIZ et al, 2008). Na coluna a esquerda, em verde, a porcentagem
de genes alocados em subsistemas (45%), abaixo, em azul, a porcentagem de genes que néo alocados

em subsistemas (55%).

Cada subsistema é curado manualmente e definido como um conjunto de

papéis funcionais e € alimentado através da conexdo desses papéis funcionais a

genes especificos em genomas especificos (AZIZ et al, 2008). Para C. xerosis 3737,

a maior parte dos subsistemas estd relacionada a aminoacidos e derivados,

metabolismo de proteinas e a carboidratos, além de grupos prostéticos.

5.3.2.2. Selecéo de genes Unicos e desenho de primers

A etapa inicial da selecdo de genes unicos foi feita no EDGAR, através da

analise genbmica comparativa e obtencao de singletons. O servidor forneceu um total

de 1057 genes unicos para C. xerosis utilizando parametros internos ja discutidos

anteriormente (Figura 9).
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Figura 9 - Analise genémica comparativa para selecdo de genes unicos de C. xerosis.
1057 genes Unicos foram encontrados através do EDGAR e estdo mostrados na regido em
amarelo.

A filtragem dos genes unicos encontrados pelo EDGAR permitiu a selecédo de
um gene unico anotado correspondente a espécie C. xerosis, que codifica uma
permease responsavel pelo transporte de drogas e metabdlitos da superfamilia DMT.
Resultados de alinhamentos ndo serdo mostrados para esta espécie, visto que os
alinhamentos por BLAST n&o encontraram nenhuma similaridade deste gene em
outras bactérias do género Corynebacterium spp.

Utilizando a sequéncia encontrada para desenho de primers pela ferramenta
Primer-BLAST (NCBI), o par de primers desenhado amplifica uma regido de 106 pb e
foi utilizado para todas as reacOes feitas para o desenvolvimento do teste de

identificacéo de C. xerosis.

5.3.2.3. PCR diferencial

A amplificacéo do alvo de C. xerosis foi obtida utilizando os sistemas Platinum®
Tag DNA Polymerase High Fidelity e Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (2)
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(Tabela 4) sem alteragcbes na qualidade da amplificagdo. O teste de especificidade
analitica também foi realizado ao testar o par de primers de C. xerosis com o DNA
gendmico de linhagens de referéncia (Tabela 2) das outras espécies do complexo
XSMA e seu resultado pode ser visualizado na Figura 10 a seguir. Houve uma fraca
amplificacéo inespecifica do DNA gendmico de C. amycolatum. No entanto, a banda
de amplificacdo gerada corresponde a um peso molecular muito maior do que o
esperado para esta reacdo e € quase imperceptivel. Aléem disso, possivelmente esta
amplificagdo ndo ocorra com a elevacdo da temperatura de anelamento dos primers

na PCR e mesmo com este resultado, ndo h4 alteracdo do resultado de identificagéo.

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 10 - Resultado do teste de especificidade analitica para primers de C. xerosis. PM:
Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder, Promega); 1: Controle negativo de reacéo; 2: C.
xerosis; 3: C. striatum; 4: C. amycolatum. Gel de agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

5.3.3. Desenvolvimento de teste de identificacdo para Corynebacterium striatum

5.3.3.1. Anotacédo genémica funcional

A anotacdo gendmica funcional do genoma sequenciado de C. striatum 1961
BR-RJ/09 foi realizada também através do servidor RAST, permitindo a visualizacao
de categorias funcionais através da distribuicdo de subsistemas. A predicdo
evidenciou distribuicdo uniforme das categorias entre as espécies cujos genomas
foram anotados, havendo predominancia de fun¢des relacionadas ao metabolismo de
aminoacidos e proteinas e carboidratos e cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e

pigmentos (Figura 11).
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (187)
m Cell wall and Capsule (61)

W Virulence, Disease and Defense (31)

@ MW Potassium metabolism (&)

W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (30)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (54)

@ M Iron acquisition and metabolism (21)
RMA Metabolism (78)

W Mucleosides and Nuclectides (71)
Protein Metabolism (220)

@ MW Cell Division and Cell Cycle (22)

Motility and Chemotaxis (4)

@ W Regulation and Cell signaling (31)
Secondary Metabolism (4)

DMNA Metabolism (91)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (95)
@ W Nitregen Metaboelism (10)

m Dormancy and Spoerulation (3)

W Respiration (41)

W Stress Response (70)

Metabolism of Aromatic Compounds (7)
Amino Acids and Derivatives (276)
Sulfur Metabolism (17)

Phosphorus Metabolism (29)
Carbohydrates (224)

HE®HEE

Figura 11 Distribuicdo do genoma de C. striatum 1961 BR-RJ/09 em categorias funcionais. A
distribuicdo de categorias funcionais foi obtida no ambiente SEED do RAST, utilizando a tecnologia de
subsistemas baseados em FIGfams (AZIZ et al, 2008). Na coluna a esquerda, em verde, a porcentagem
de genes alocados em subsistemas (45%), abaixo, em azul, a porcentagem de genes que néo alocados
em subsistemas (55%).

5.3.3.2. Selecao de genes unicos e desenho de Primers

A etapa inicial da selecdo de genes unicos foi feita no EDGAR, através da
analise genbmica comparativa e obtencao de singletons. O servidor forneceu um total
de 514 genes unicos para C. striatum utilizando parametros internos ja discutidos

anteriormente (Figura 12).
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Figura 12 - Analise gendmica comparativa para selecdo de genes unicos de C. striatum. 514
genes unicos foram encontrados através do EDGAR e estdo mostrados na regido em azul.

Apébs a eliminacdo dos genes hipotéticos, 68 genes que possuiam anotacéo
funcional foram submetidos ao BLASTn e BLASTx como descrito anteriormente e
apenas o gene EfeU, que codifica para uma permease do transporte de ferro foi
utilizado para o desenho de primers (Figura 13). Este gene possuia similaridade com
0 gene correspondente em outra coribebactéria, C. massiliense. Assim, para o
desenho dos primers, foram utilizadas regides com diferencas entre as sequéncias na
posicdo final do primer, para garantir amplificacdo apenas do alvo especifico.
Sequéncias protéicas foram utilizadas em vez de sequéncias nucleotidicas por ndo
terem sido encontradas sequéncias neste ultimo banco de dados.

Cstr-F
A /_H
Cistriatums 1-140 . I _ -HAE EGI
Cmassiliensae/1-140 WG SRWYWIEND
Cstr-R

B
1|:u:|

A"JA
TLL "'

Figura 13 — Alinhamentos realizados para desenho de primers de C. striatum. Os alinhamentos foram
feitos utilizando o ClustalO e visualizados no JalView. As chaves indicam a regido dentro da proteina EfeU
cuja sequéncia codificadora foi utilizada para desenho dos primers direto (A) e reverso (B).
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Utilizando a sequéncia do gene EfeU de C. striatum para desenho de primers
pela ferramenta Primer-BLAST (NCBI), o par de Primers desenhado amplifica uma
regido de 226 pb e foi utilizado para todas as reacdes feitas para o desenvolvimento

do teste de identificacdo de C. striatum.

5.3.3.3. PCR diferencial

A amplificacdo do alvo de C. striatum foi obtida utilizando os sistemas
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity e Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase (2) (Tabela 4) sem alteracdes na qualidade da amplificacdo. O teste de
especificidade analitica também foi realizado ao testar o par de primers de C. striatum
com o DNA gendmico de linhagens de referéncia (Tabela 2) das outras espécies do

complexo XSMA e seu resultado pode ser visualizado na Figura 14 a seguir.

PM 1 2 3 4 5

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 14 - Teste de especificidade analitica do ensaio de PCR para C. striatum. PM - Marcador de
peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 — Controle negativo de reacéo; 2 — C. xerosis; 3 - C.
striatum; 4 - C. minutissimum; 5 — C. amycolatum. Gel de agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel
stain.

A reprodutibilidade do teste de C. striatum foi avaliada com a amplificacdo de
oito linhagens diferentes da mesma espécie, nas condi¢cdes do sistema Q5® Hot Start
High-Fidelity DNA Polymerase (2) utilizadas para o teste de especificidade analitica.

Todas as oito reagdes foram positivas (Figura 15).
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500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 15 — Testes de reprodutibilidade de amplificacdo dos alvos de C. striatum. PM — Marcador
de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 — Controle negativo de rea¢éo; 2 — C. striatum
2454; 3 — C. striatum 2103; 4 — C. striatum 2308; 5 — C. striatum 2324; 6 — C. striatum 2376; 7 — C.
striatum 2390; 8 — C. striatum 2401; 9 — C. striatum 2432. Gel de agarose 1,5% corado com SYBR Safe
DNA gel stain.

Por se tratar de uma espécie que gera resultados de identificacdo ambiguos
com C. amycolatum, a especificidade dos primers de C. striatum também foi testada
utilizando DNA gendmico das trés linhagens de C. amycolatum e o sistema Q5® Hot
Start High-Fidelity DNA Polymerase (2). Todas as reac¢des foram negativas (Figura
16). O resumo dos resultados de caracterizacdo das linhagens testadas esta

apresentado nas Tabelas 10 e 11.

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 16 — Teste de especificidade analitica dos primers de C. striatum com amostras de
C. amycolatum. PM — Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 —
Controle negativo de reacdo; 2 — C. amycolatum 2354; 3 — C. amycolatum 2407; 4 — C.
amycolatum 2459. Gel de agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.
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Tabela 10 — Comparacdo entre os testes de identificacdo bioquimicos e
identificacdo por PCR para C. striatum

Linhagens _ .
API Coryne Vitek 2 PCR para C. striatum
Testadas
2103 C. argentoratense C. striatum Positivo
C. striatum/C. o N
2308 C. minutissimum Positivo
amycolatum
C. afermentans/C. o N
2324 C. minutissimum Positivo
coyleae
2376 C. macginleyi N&o realizado Positivo
2390 N&o Realizado C. striatum Positivo
2401 N&o Realizado C. striatum Positivo
C. striatum/C. . N
2432 C. striatum Positivo
amycolatum
C. striatum/C. . N
2454 C. striatum Positivo
amycolatum
Corynebacterium Grupo .
2354 G C. amycolatum Negativo
2407 C. striatum/C.amycolatum C. amycolatum Negativo
C. striatum/C. _
2459 C. amycolatum Negativo

amycolatum

Os valores de especificidade e sensibilidade diagndstica estdo apresentados

na Tabela 11, em relacédo aos testes bioquimicos e Tabela 13 em relacdo aos testes

moleculares.
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Tabela 11 — Valores de sensibilidade e especificidade diagndstica dos testes de
PCR com relacéao aos testes de identificacdo bioquimicos para C. striatum

Testes Bioquimicos (API + Vitek 2)

PCR ESPECIFICO Positivos Negativos Especificidade
Positivos 5 3 50%
Negativos 0 3

TOTAL 5 6
Sensibilidade 100%

Tabela 12 - Comparagdo entre os testes de identificacdo genotipicos e
identificacdo por PCR para C. striatum

Linhagens PCR para
16S rRNA + rpoB .
Testadas C. striatum
2103 C. striatum Positivo
2308 C. striatum Positivo
2324 C. striatum Positivo
2376 C. striatum Positivo
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2390 C. striatum Positivo

2401 C. striatum Positivo
2432 C. striatum Positivo
2454 C. striatum Positivo
2354 C. amycolatum Negativo
2407 C. amycolatum Negativo
2459 C. amycolatum Negativo

Tabela 13 - Valores de sensibilidade e especificidade diagndstica dos testes de
PCR com relacao aos testes de identificacdo genotipicos para C. striatum

16S rRNA + rpoB

PCR - . e
ESPECIFICO Positivos Negativos Especificidade
Positivos 8 0 100%
Negativos 0 3
TOTAL 8 3
Sensibilidade 100%
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Os valores de concordancia diagnostica também foram estabelecidos em
relacdo aos testes bioquimicos (72% de concordancia) e em relagdo aos testes
genotipicos (100% de concordancia). O valor mais baixo de concordancia diagnéstica
em relacéo aos testes bioquimicos ndo se deve a problemas de identificacdo do teste
de PCR desenvolvido, e sim ao fato de que os testes bioquimicos sabidamente

apresentam diversos erros nas identificagdes realizadas.

5.3.4. Desenvolvimento de teste de identificagdo para Corynebacterium

minutissimum

5.3.4.1. Anotacédo gendmica funcional

A predicdo génica do genoma sequenciado de C. minutissimum 1941
evidenciou distribuicdo uniforme das categorias funcionais, havendo predominancia

de funcdes relacionadas carboidratos, aminoacidos e derivados (Figura 17).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (176)
@M Cell Wall and Capsule (74)

W Virulence, Disease and Defense (34)

= W Potassium metabolism (&)

= W Photosynthesis (D)

Miscellaneous (26)

m Fhages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (10)
Membrane Transport (61)

@ M Iron acquisition and metabolism (5)

RMNA Metabolism (74)

W Nuclecsides and Nucleotides (86)

Protein Metabolism (219)

@MW Cell Division and Cell Cycle (24)

Meotility and Chemotaxis (5)

m Regulation and Cell signaling (34)
Secondary Metabolism (4)

DNA Metabolism (74)

= W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (113)
= W Nitregen Metabolism (0)

m Dormancy and Sporulation (3)

@ M Respiration (41)

W Stress Response (55)

Metabolism of Aromatic Compounds (8)
Amino Acids and Derivatives (281)
Sulfur Metabolism (18)

Phosphorus Metabolism (26)
Carbohydrates (233)

FEEEE

Figura 17 - Distribuicdo do genoma de C. minutissimum 1941 em categorias funcionais. A
distribuicdo de categorias funcionais foi obtida no ambiente SEED do RAST, utilizando a tecnologia de
subsistemas baseados em FIGfams (AZIZ et al, 2008). Na coluna a esquerda, em verde, a porcentagem
de genes alocados em subsistemas (44%), abaixo, em azul, a porcentagem de genes que néo alocados
em subsistemas (56%).

5.3.4.2. Selecéo de genes unicos e desenho de primers

A etapa inicial da selecdo de genes unicos foi feita no EDGAR, através da

analise gendbmica comparativa e obtengéo de singletons. O servidor forneceu um total
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de 623 genes unicos para C. minutissimum utilizando parametros internos ja

discutidos anteriormente (Figura 18).

3

Figura 18 - Andlise gendmica comparativa para selecdo de genes Unicos de C. minutissimum.
623 genes unicos foram encontrados através do EDGAR e estdo mostrados na regido em verde.

Apés a eliminacdo dos genes hipotéticos, genes que possuiam anotacao
funcional e estavam nos bancos de dados do NCBI foram submetidos ao BLASTn e
BLASTx como descrito anteriormente, mas nenhum gene correspondente foi
encontrado em corinebactérias. Uma reanotacao funcional foi realizada no ambiente
SEED do RAST e o gene da proteina RbsA, do sistema de transporte de ribose ABC
foi utilizado para o desenho do par de primers Cmin-F3 e Cmin-R3. O gene da proteina
RbsB, também do mesmo sistema de transporte foi selecionado para o desenho do
par de Primers Cmin-F4 e Cmin-R4. Os alinhamentos referentes aos pares de primers
para esta espécie ndo estdo representados por ndo terem sido encontrados genes
similares em outras corinebactérias de importancia para este estudo.
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5.3.4.3. PCR diferencial

A tentativa de amplificagcdo dos alvos de C. minutissimum foi realizada
utilizando os sistemas Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity e Q5® Hot Start
High-Fidelity DNA Polymerase (2), testando todos os pares de primers desenhados
para a espécie, mas nenhuma das amplificacdes esperadas ocorreu para a espécie.
Ao ter acesso aos resultados de caracterizagéo da linhagem 2422, recebida como C.
minutissimum, foi possivel verificar que todos os testes de identificacdo realizados
geraram resultados diferentes. Esta linhagem foi identificada como C.
striatum/amycolatum pelo APl Coryne™, como C. singulare pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA (99,02% de identidade) e como C. minutissimum pelo
sequenciamento do gene rpoB (97,83% de identidade). Provavelmente trate-se de
outra corinebactéria que ndo do complexo XSMA, visto que ndo houve amplificacédo
especifica testando primers de outras espécies do complexo. Vale a pena ressaltar
gue esta linhagem é diferente da linhagem utilizada para realizar o sequenciamento e
que o teste molecular ndo foi testado para a linhagem sequenciada por
indisponibilidade de acesso ao DNA gendmico desta espécie durante a realizacdo de
PCRs.

Os diferentes resultados de identificacdo para a linhagem de C. minutissimum
2422 se tornam uma evidéncia maior do problema de identificacdo desta espécie.
Estudos como o de Suwantarat e colaboradores (2016) relatam este problema de
identificacdo e demonstram a impossibilidade de distinguir C. minutissimum de uma
outra espécie, C. aurimucosum, através de metodologias de referéncia, como
sequenciamento do gene 16S rRNA e por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF. Além disso, C. aurimucosum nao esta presente nos bancos de dados do API
Coryne™. Este mesmo estudo sugere que bancos de dados de identificacdo destas
espécies por MALDI-TOF tenham sido contruidos com linhagens identificadas
incorretamente e até mesmo que estas duas espécies sejam, na verdade, uma sé
(SUWANTARAT et al, 2016). Nao é possivel sugerir a qual espécie a linhagem 2422
corresponde, no entanto, a correta identificacdo desta linhagem pode vir a ser de

grande utilidade em estudos futuros do nosso grupo.
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5.3.5. Desenvolvimento de teste de identificacdo para Corynebacterium

amycolatum

5.3.5.1. Anotacao genémica funcional

A predicédo génica do genoma de C. amycolatum SK46 evidenciou distribuicdo
uniforme das categorias funcionais, havendo predominancia de fun¢des relacionadas

a carboidratos, aminoacidos e derivados e de grupos prostéticos (Figura 19).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (187)
m Cell wall and Capsule (61)

W Virulence, Disease and Defense (31)

@ MW Potassium metabolism (&)

W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (30)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (54)

@ M Iron acquisition and metabolism (21)
RMA Metabolism (78)

W Mucleosides and Nuclectides (71)
Protein Metabolism (220)

@ MW Cell Division and Cell Cycle (22)

Motility and Chemotaxis (4)

@ W Regulation and Cell signaling (31)
Secondary Metabolism (4)

DMNA Metabolism (91)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (95)
@ W Nitregen Metaboelism (10)

m Dormancy and Spoerulation (3)

W Respiration (41)

W Stress Response (70)

Metabolism of Aromatic Compounds (7)
Amino Acids and Derivatives (276)
Sulfur Metabolism (17)

Phosphorus Metabolism (29)
Carbohydrates (224)

HE®HEE

Figura 19 - Distribuicdo do genoma de C. amycolatum SK46 em categorias funcionais. A
distribuicdo de categorias funcionais foi obtida no ambiente SEED do RAST, utilizando a tecnologia de
subsistemas baseadas em FIGfams (AZIZ et al, 2008). Na coluna a esquerda, em verde, a porcentagem
de genes alocados em subsistemas (45%), abaixo, em azul, a porcentagem de genes néo alocados em
subsistemas (55%).

5.3.5.2. Selecéo de genes unicos e desenho de primers

A etapa inicial da selecdo de genes unicos foi feita no EDGAR, através da
analise genbmica comparativa e obtencao de singletons. O servidor forneceu um total
de 517 genes unicos para C. amycolatum utilizando parametros internos ja discutidos

anteriormente (Figura 20).
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Figura 20 - Analise gendmica comparativa para selegao de genes Unicos de C. amycolatum.
517 genes unicos foram encontrados através do EDGAR e estdo mostrados na regido em vermelho.

Apos a eliminacdo dos genes hipotéticos, genes que possuiam anotacéo
funcional foram submetidos ao BLASTn e BLASTx como descrito anteriormente e
apenas o gene gue codifica para um provavel componente da enterobactina sintetase
foi utilizado para o desenho do par de primers Camy-F1 e Camy-R1. Uma reanotagéo
foi feita no ambiente SEED do RAST e mais trés genes foram encontrados para
utilizacdo como alvo: o gene da lisofosfolipase, que foi utilizado para desenho do par
de primers Camy-F2 e Camy-R2; o gene da proteina de ligacdo de ATP do
transportador de acucares ABC, para o desenho do par Camy-F3 e Camy-R3 e do
gene da maltose o-acetiltransferase, para o desenho do par de primers Camy-F4 e
Camy-R4. Estes pares de primers foram utilizados para as reagdes feitas para o
desenvolvimento do teste de identificacdo de C. amycolatum. N&o existem
alinhamentos para serem mostrados, pois nao foi possivel encontrar similaridade das
sequéncias escolhidas com sequéncias de outras corinebactérias relevantes para o
nosso estudo.
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5.3.5.3. PCR diferencial

A amplificagdo do alvo de C. amycolatum n&o foi obtida nas reagdes iniciais
utilizando o par de primers Camy-F1 e Camy-R1 utilizando os sistemas Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity e Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (2)
(Tabela 4). Assim, os outros trés pares de primers desenhados para identificacao
desta espécie foram testados para avaliar quais amplificariam os alvos selecionados
em todas as trés linhagens de C. amycolatum disponiveis. Apenas o par de primers
Camy-F2 e Camy-R2 foi capaz de amplificar o alvo em todas as linhagens testadas e
foi utilizado para compor todos os testes de especificidade analitica deste trabalho
utilizando o sistema Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (2) descrito na
Tabela 4 (Figura 21).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1500 pb
1000 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 21 — Avaliacdo do desempenho de diferentes pares de primers para amplificacdo do alvo
de C. amycolatum. PM — Marcador de peso molecular (1kb DNA Ladder, Promega); 1 a 4: Par de
primers C-amy F2 e C-amy R2. 1 — Controle negativo de reagéo; 2 — C. amycolatum 2459; 3 — C.
amycolatum 2407; 4 — C. amycolatum 2354. 5 a 8: Par de primers C-amy F3 e C-amy R3. 5 — Controle
negativo de reagéo; 6 — C. amycolatum 2459; 7 — C. amycolatum 2407; 8 — C. amycolatum 2354. 9 a
12 — Par de primers C-amy F4 e C-amy R4. 9 — C. amycolatum 2459; 10 — C. amycolatum 2407; 11 —
C. amycolatum 2354. Tamanho dos amplicons: 1 a 4: 434 pb; 5 a 8: 402 pb e 9 a 12: 416 pb. Gel de
agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

O teste de especificidade analitica também foi realizado ao testar o par de
primers Camy-F2 e Camy-R2 com o DNA genbmico de linhagens de referéncia
(Tabela 2) das outras espécies do complexo XSMA e seu resultado pode ser
visualizado na Figura 22, a seguir, também utilizando o sistema Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase (2). Neste teste, houve uma amplificacdo inespecifica para
a linhagem de C. minutissimum. No entanto, a amplificacdo ndo corresponde ao peso

molecular esperado e ndo compromete o resultado do teste.
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Figura 22 — Testes de especificidade analitica do ensaio de PCR para C. amycolatum. A: Primers
Camy-F3 e Camy-R3. PM - Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 — Controle
Negativo de Reagéo; 2 — C. xerosis; 3 — C. striatum; 4 - C. amycolatum; 5 — C. minutissimum. Gel de
agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

Por se tratar de uma espécie que gera resultados de identificacdo ambiguos
com C. striatum, a especificidade dos primers de C. amycolatum foi testada utilizando
DNA gendmico das oito linhagens disponiveis de C. striatum (Figura 23). Todas as
reacoes foram negativas, mas as linhagens C. striatum 2308, C. striatum 2401 e C.
striatum 2432 apresentaram amplificacfes inespecificas fracas em tamanhos de
bandas maiores que o esperado, mesmo aumentando a temperatura de anelamento
dos primers, conforme descrito no sistema Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase (3) (Tabela 4). Estas amplificagbes inespecificas, no entanto, néo
interferem no resultado final do teste. O resumo dos resultados de caracterizacdo das
linhagens de C. amycolatum testadas estdo compilados na Tabela 14, para testes
bioguimicos, e na Tabela 16 para identificacdo genotipica. Valores de especificidade
e sensibilidade diagnostica estdo mostrados nas Tabelas 15 e 17.
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PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 23 — Testes de especificidade analitica dos primers de C. amycolatum com amostras
de C. striatum. PM — Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega); 1 — Controle
negativo de reacéo; 2 — C. striatum 2454; 3 — C. striatum 2103; 4 — C. striatum 2308; 5 — C. striatum
2324; 6 — C. striatum 2376; 7 — C. striatum 2390; 8 — C. striatum 2401; 9 — C. striatum 2390. Gel
de agarose 1,5% corado com SYBR Safe DNA gel stain.

Tabela 14 - Comparacdo entre os testes de identificacdo bioquimicos e
identificacdo por PCR para C. amycolatum

Linhagens _ PCR para C.
API Coryne Vitek 2
Testadas amycolatum
Corynebacterium N
2354 C. amycolatum Positivo
grupo G
C. striatum/ N
2407 C. amycolatum Positivo

C. amycolatum

C. striatum/ N
2459 C. amycolatum Positivo
C. amycolatum

2103 C. argentoratense C. striatum Negativo

C. striatum/C. o )
2308 C. minutissimum Negativo
amycolatum

75



2324

2376

2390

2401

2432

2454

C. afermentans/C.

coyleae

C. macginleyi

Nao Realizado

Nao Realizado

C. striatum/C.

amycolatum

C. striatum/C.

amycolatum

C. minutissimum

Nao realizado

C. striatum

C. striatum

C. striatum

C. striatum

Indefinido

Negativo

Negativo

Negativo

Indefinido

Indefinido

Tabela 15 - Valores de sensibilidade e especificidade diagndstica dos testes de
PCR com relacéo aos testes de identificacdo bioquimicos para C. amycolatum

Testes Bioquimicos (API + Vitek 2)

PCR
i Positivos Negativos Indefinidos  Especificidade
ESPECIFICO
Positivos 3 0 100%
Negativos 0 3
TOTAL 3 3
Sensibilidade 100%
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Tabela 16 - Comparacdo entre os testes de identificacdo genotipicos e
identificacdo por PCR para C. amycolatum

Linhagens

Testadas 16S rRNA + rpoB PCR para C. amycolatum
2354 C. amycolatum Positivo
2407 C. amycolatum Positivo
2459 C. amycolatum Positivo
2103 C. striatum Negativo
2308 C. striatum Negativo
2324 C. striatum Indefinido
2376 C. striatum Negativo
2390 C. striatum Negativo
2401 C. striatum Negativo
2432 C. striatum Indefinido
2454 C. striatum Indefinido
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Tabela 17 - Valores de sensibilidade e especificidade diagndstica dos testes de
PCR com relacéo aos testes de identificacdo bioquimicos para C. amycolatum

16S rRNA + rpoB

ESPEEIF::ICO Positivos Negativos Indefinidos Especificidade
Positivos 3 0 0 100%
Negativos 0 5 3

TOTAL 3 5 3

Sensibilidade 100%

Os valores de concordancia diagnéstica também foram estabelecidos em
relacdo aos testes bioquimicos (100% de concordancia) e em relacdo aos testes
genotipicos (100% de concordancia). Estes valores representam o ideal para um novo
teste, no entanto é necessdaria a realizacdo de validacdo externa do teste aqui

desenvolvido, com painel ampliado de linhagens.
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6. CONCLUSOES

A obtencéo e 0 acesso a sequéncias gendmicas completas, mesmo em versao
de rascunho (draft), permitiu, através da andlise gendmica comparativa, a
identificacdo de sequéncias codificadoras Unicas entre as espécies estudadas,
possibilitando a selecdo de genes Unicos marcadores de espécie em vez da
utilizacdo sequéncias de genes ortélogos que nao discriminam bem

corinebactérias;

A anotacao gendmica semi-automatizada permite o reconhecimento de regiées
génicas no genoma sequenciado, mas ainda apresenta limitacdes em relacao
a banco de dados, sendo encontrados diversos possiveis genes, mas de
funcdo desconhecida, o que pode levar a perda de potenciais alvos para o

diagndéstico molecular baseado em PCR;

A identificacdo e amplificacdo de genes espécie-especificos resolveu o
problema de ambiguidade entre C. striatum e C. amycolatum que costuma ser

gerado com identificacGes feitas pelo APl Coryne™,;

A PCR convencional € uma técnica de execucao relativamente simples e pode
reduzir o tempo de obtencao dos resultados de identificacdo de corinebactérias

a poucas horas;

Mesmo com a obtencéo de resultados promissores, ainda se faz necesséria a
validacdo externa do teste com um painel ampliado de amostras teste, bem
como validacéo clinica em situacfes reais de laboratérios de microbiologia

clinica.
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a Multidrug-Susceptible Strain Isolated from the Urine of a
Hospitalized 37-Year-Old Female Patient
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Rescoivwed IS Jura 2015 Acoepiod 29 June 2015 Pabiishad & August 7015

Citation Maitos-Guaraldl AL, Guimaraes LT, Sanbos £5, Veres AAD, Comaing &R, Soane 50, Ramos 1N, 5ouea O Yieia W, Hista R, b, Azevedo W, Pacheco LEC, Shva A, Ramos

RT1L 3075 Daaft ganom o sequances of Conmelacienim
patiant. Ganomis Announc 3008 15 dak: 1011 28genoma it 008ET-15.

stk 1967 ER-ALTG, 3 mulidrug-auscagiibla strain Eolaiod from the uring of 3 hospitaitzod 37-you-oid fomain

Copyright © 2015 Mathos-Guaraidl at al Thi s amiopan-aooms articlke disributed under the tams of the Diaatve Comimons Alfrbution 30 Unported loans.
Addses conespondono bo &g L Matios-Goarsidl, aguaral dildg mad com, o Romeme T. 1. Ramios, romimestthi ag offgrmaLoom

ETEUIN SiTimrm i3 Gram-positive bacteriam that be-
lomgs to the CMNR group, which inchudes spedes of the gen-
era Corynebacterium, Mycobaoverium, Nocardin, and Bodocscrus
{1). Pathogenic dones of C. serfatum, mostly causing respiratory
tract infectlons, have been identified in several nosocomial out-
breaks reparted in different countries (2—4). This micreorganism
has also been reported to be responsible for infections that Inchade
endocarditis, meningits, and sepiic arthritis (2, 5). Many tsolates
of this emerging human pathogen already present a multidrmg-
resistant phenotype.

A recent stody in Brazl (&) evaluxted the antmicrobtal soscep-
tibdlity patterns of several C. serfatum Bolates recovered from hos-
pitalized patients and, throngh pulsed-field gel electrophoresis
(PRGE) analysis, identified clones assoctated with outhreaks and
with muitidreg resistance. In this context, the C. sirimnnm 1961
BR-RU'09 strain (PFGE type 111, multidrug susceptible) was Iso-
lated from the urine of 2 hospitalized 37-year-old woman from
Rio de Janeire, Bragl (6). Genomic DMA of this isolate was ex-
tracted nsing the (lAamp DNA mintkit ((Jlagen) protoco, and
genome sequencing was performed using an lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM) System with a 318 chip and fragment
libraries. The quality of reads was analyzed using the software
Fast(QC  {hetpo/iwww bloinformatics babraham.ac.nkd/projects
ffastqc) and the de nove assembly was performed nsing MIRA
¥4.02 (7) and SPAdes v3.10(8) assemblers, and coration to reduce
the gaps was done with the Lasergene v11 Soite {DNAStar). The
assembly produced 28 contigs with a total of 2,611,576 bp and
59.4% G+C content The contigs were annotated wsing Rapid

Annotations nsing Sobsysterns Technobogy (RAST) (%), which

JaiyAugust 2015 Woluma 3 lsue @ ol08ER-15

ldentfied 2,455 protein-encoding genes and 68 RMA genes.
Among the annotated protein-encoding genes, a narkH|T gene
cluster was identified with high similarity to the Corpmebacterium
diphiferime narK GHI operon, which 15 responsible for nitrate re-
ductase {10}, suggesting a similar anserobic growth mechanism.

This genome is part of an ongoing stody of the comparative
genomics, pathogentcty, and vaccine and dmg targets of the spe-
cles.

hudeotde saquence accession mamber. This genome has been de-
pasiied in GenBank under the accession mumber LAYRO0000000.
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Abstract

Mon-diphtherize Corynebacterium species have been increasingly recognized as the causative agents
of infections in humans. Differential identification of these bacteria in the clinical microbiclogy
laboratory by the most commenly wsed biochemical tests is challenging. and normally requires
additional molecular methods. Herein, we present the annotated draft genome sequences of two
solates of “difficult-to-identify™ human-pathogenic cormebacterial species: C xercss and O
minutissimum. The genome sequences of ca. 2.7 Mbp, with a mean number of 2, 580 protein en-
coding genes, were also compared with the publichy available genome sequences of strains of C
amyookriem and C strictum. These results will aid the exploration of novel biochemical reactions to
improve existing identification tests as well as the development of more accurate molecular
identification methods through detection of species-spacific target genas for isolate’s identification
or drug susceptibility profiling.

Key words: Corynebacierinm spp., Emerging pathogens, Biochemical tests, Molecular identification

MNon-dr Conynebacteria are wusually
found as constituents of the normal microbiota of the
Iman skin and mucosae. However, several Coryne-
bacterium species have been increasngly implicated as
the cansative agents of opportunistic and nosocomial
infechons in recent years. These emerging humamn
pathogenic corynebacteria are often regarded as “dif-

ficult-to-identify” and mmltidmg resistance is a
common finding among isclates of the most fre-
quently recovered species (1-3).

Corynebacterium  minutizsimum, which is the
causative agent of the chronic skin condition ery-
fhrasma, has emerged in recent years as an important
causative agent of mvasive infections and of surgical

hetpalwrsne jgenomics.com

89



Joumal of Genomics 2015, Vel. 3

i3

site infections, both in Immonoco: patients
and in immumocompetent individuals (1. 2). The spe-
ces Uprymebackeriem xerosis is also a frequently re-
ported human pathogen with isolates being idenfi-
fied in cases that include ear imfectioms., bram ab-
scesses and osteomnyelitis (2). This latter species is of
particular interest due to the zoonotic potential and
due to the diffimlbes associated to idemtification of
this moicr i in the clinical microlbiclogy la-
boratory by the most fradifionally employed tests (1.
2. 5. 6).

In this report we announce the draft genome
sequences of two isolates of emerging human patho-
genic Conymebacterium species, namely: (1) C. minubs-
simum 193], isolated from an hospitalized cancer pa-
tent (1); and {ii) C. xerosiz ATCC 373, a ype strain of
the spedies that was isolated from the ear discharge of
a child. At the time of preparation of this work. no
other genome assembly was publicly available for the
species (. xenesis.

Both isolates rendered identification scores
higher than 20 when analyzed by matrix-assisted
laser ion ionization-time of flight mass spec-
tromefry (MALDI-TOF MS5) using MAILDI-Biotyper
v.20 software, as described previously (7). Analysis of
165 riboscmal FINA was also concordant with identi-
ficatioms obtamed by MAILDITOF M5 and by con-
wentonal biocherical methods.

Genomic DA of the isclates was extracted us-

ng the QlAanp DA muindkit ((Hagen) protocol and
C. amsycodalurn SEA8

. mmaATSSImLT
1941

C snafwm ATCC 6940

Figara 1. Yenn dagram demonstraceg the numbsrs of coding sequences shared by the four

Canebaaerium specks aralyed In this stady.

DA Was with the 318 chip of
the Jon Torrent PGM platform (Life Technologies),
using fragment libraries. D¢ novo assembly of the se-
quences nto contigs was achieved using MIRA (E)
and SPAdes (9) assemblers, and curatiom to reduce the
gaps was done with the Lasergenme wvll 3Suite
(DMNASTAR). Sequence assembly produced a total of
42 contigs for C. munutissimuem 1041 and 152 contigs
for . xerosis ATCOC 373°. The draft genome sequence
of the former species had an eshmated length of
2780039, with a G+C content of 6L.1%. The latter
species showed an estimated genome size of
2749012 with a G+C content of 65.7%. Automatic
armofation using the FAST server (10) allowed for
identification of 2,347 protein encoding genes (FEGS)
and ¢ ENA genes in the C. minutssimum 1941 sa-
nome; the mumber of FEGs in the C. xerosis ATOC 373!
genome was 2.613, with 55 FINA genes.

The awvailability of these whole genome se-
quences now provides the opportunity to evaluate
novel biochemical reactions to improve identification
tests currenily used in clinical microbiclogy laborato-
mes. We wsed the SEED ammotabion environmnent
(hitp:/ /www theseed org/) to nwestigate the ge-
nomuc basis for some typical biochemical features
commonly used to differenfiate these “diffi-
cult-to-identify™ corynebacterial speces. We also in-
cduded in these comparisons the publicly available
genomic sequences for C. simpfum ATOC 6040
(ACGEQO0O0000} amd O smycolatum SE6
(MZ_ABTIIO0000000); this latter
species frequently gemerates am-
bignous idenfificaions mostly
with C. xerosis and . statiem. The
absence of genes coding for en-
zymes involved in maltose utili-
zation, such as maltose phosphor-
ylase (EC 2.4 1 &), was a distinctive
characteristic of C. strigfum ATCC
6940 I comparison to the other
spedies. Cn the other hand. poten-
tial activity of respiratory nitrate
reductase (EC 1.7.99.d) was only
detected in this isolate along with
C. xerosis ATOC 3737, but not in C.
amycolztum SE46 o C. minutss-
mmr 1921 Additionally, potendial
for galactose uplake and uliliza-
Hon was also not detected m C
ML tssEmem 1941

Forthermaore, whole genome
sequencing may also aid dewvel-
opment of more accurate molecu-

[
ATCC 37N
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gar computational bic.uni-
glessen de) allowed for detection of 983 CD5s shared
by the four isolates evalwated in this study. Most im-
portantly, it was possible to detect a rmmber of dis-
tinctive genes for each species, when compared to
each other: C. xerosiz (LO40 CDSs) C strictm (700
CD5s); C.ommimudissimum (605 CDSs) and C. amyeoladum
(314 CDSs) (Fig. 11

Nudeotide sequence accession  numbers. These
Whele Genome Shotgun pqeu:‘hlu?ebemdepmted
at DDE]/EMBL/GenBank under the accessions
LAYSD0O00000 (C. xerosiz ATCC 3737 and
LAYOQO00000000 (. minuHssimum 1941). The versions
described in this paper are versions LAYSIL000000
and LAYCDLO00000.
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APENDICE | — SEQUENCIAS GENICAS UTILIZADAS PARA O DESENHO DE
PRIMERS

Gene Marcador do Género — Amplicon de 513 pb

Cory_F: 5- CAGGACTGGATCGACCACGACCCGAAG -3
Cory_R: 5- CTCGGAGTAGCGGGCGCCGATGCG -3

>Corynebacterium_striatum_ATCC_6940 joined_51 putative esterase
>CORAMO0001_2043 trehalose corynomycolyl transferase C
>Corynebacterium_minutissimum_1941 joined_59 putative esterase
>Corynebacterium_xerosis_NBRC_16721 joined_1612 putative esterase
ATGCGTAAAAATGCGTCTGCCCCTAACCTGCGCTCTCCAGGTTCCCCGACCAAG
GCTCGCAAGGGTCTGGCCATCGCAGCTCTGCCGACCGCTGTAGCAGTTGGCCT
CGCTCTCCTGCCGAACGCAACCGCTCAGTCTTCTCTCGGAGACTTGACCCAGAA
CCTGGGAAGCTCCGGTCTTTCCGACTCCTTCGCGCCGAGCAACCCGCCGCAGC
GTACCCCGCTCAACACCGAGTACCCGACCATCGAGGGTCTGCCGGAGGGCGTT
GCTGTCTCCCGCGTGGAGTACCTCTCCAATCGCCACCTCAAGGTCTACATCAAA
TCCGCAGCTATGCCGGATAAGGAGCAGATTGTTCAGATTCAGCTCGCCCGCGA
CTGGTACTCCAACCCGGAGAAGAAGTTCCCGGAGGTCTGGGCACTCGACGGCC
TGCGTGCGCGCGACGATGAGTCCGGCTGGACCATCGAGACTAACATCCTGAGC
CAGTACGCTGACCGCAATGTCAACGTCATCATGCCTGTTGGCGGCGAGTCCTC
CTTCTACTCCGACTGGCAGCAGCCGGACAATGGCCGTAACTATAAGTGGGAATC
CTTCCTGACCAAGGAACTCGTGCCAATCCTGGATAAGGCATACCGCTCCAACCA
GAAGCGCGCCATCACGGGTATCTCCATGGGCGGTACGGCAGCCGTTAACCTGG
CGGAGCGCAACCCGCACCTGTTCCAGTTCGTCGGTTCCTTCTCCGGCTACCTG
GACACCACCACCCGGGGCATGCCAGAAGCAATTGCTGCCGCGCAGATGGATGC
AGGCGGATTTAACTCCACCAACATGTGGGGCCCGCACTACTCGCAGGACTGGA
TCGACCACGACCCGAAGCTGGGTATCGAAGCCCTCAAGGACATGAAGGTCTAC
GTTTCCTCCGGCTCCGGCAAGGACGACTACGGCAACCTCTCCTCCGTGGCCAA
GGGCCCGGCTAACGCTGCAGGCGTCGGTCTCGAGGTCATTTCCCGTATGTCCA
CCCAGACCTTCGTGGATTACGCCAAGCGTGCAGGGGTGCCGGTCGTGACACGC
TTCCGCCCATCCGGCGTCCACAGCTGGGAATACTGGCAGTTCGAGATGAACGA
GGCTTGGCCAACCATCGCTGACGCCCTCGGCATCCCGAAGGAAGACCGCGGT
GCAGACTGCACCCCGATCGGCGACATCGCAAAGGTGACCGAGTCCGGAATTAT
CGGCGAATGCCTTAACAACGAATACGACGTCGCAGGCGGCAAAGCTGAGGACT
TCCAGGCTGGCACTGCCTACTGGCACCCAGAAACCGGCGCTCACGCCATCTTT
GGCCGCATCGGCGCCCGCTACTCCGAGATCGGCGGCCCGACCTCTTGGCTGG
GCTTCCCAACCACCGGCGAAGAGAAGACCCCAGACGGCAAGGGACGCTTCGTT
CACTTCCAGCACGGCTCCATCTACTGGACCGCCGAGACCGGTGCCTGGGCAAT
TCCTGCCGACATGGTGAAGGCATGGGGCGAAAACGGCTACGAAAACGGCGACC
TCAAGTACCCGACCGCTGCAGTGGTCAAGGTCGGCGAAGGCTACGCTCAGGAA
TTCCAGAATGGTGTCCTGACCCGTAACCCAGACGAGTCCAACTCCGTGGTCCAT
GGTGCAATCGGCGCCAAGTACAAGGAGCTGGGTGGCCCTGCCTCCAAGCTAG
GCTTCCCGAAGGGCGGCGAAAAGCCAGTCAAGGGCGGCTTCTTCCAGGAATTC
GAGCACGGCAACATCTACTGGTCCGCAAACAGTGGGGCGCACTACATCCTCTA
CGGAGACATCATGGACGAGTGGGGTAAGCGCGGCTTCGAGCAGGGCGAGTTC
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GGCTGGCCAACCACCGATTACACCGAAATCGCAGCGGGCGGCCTTTCCCAGGA
CTTCCAGCACGGTGTAATCCGGCAAATCATGGGCACCGTTCAAGTGGAGAAGA
AGTAA

Corynebacterium xerosis — Amplicon de 106 pb

Cxer-F: 8- CGTGGACGAGGCTGGAATC -3’
Cxer-R: 5’- ACCAGTTTCGGGGTGAGGA -3’

>Corynebacterium_xerosis_ NBRC 16721 joined_104 Permease of the
drug/metabolite transporter (DMT) superfamily

TTGACCATTTCGCCCATTCGCCTGGCCGCGTTGACGCTGGTGTGGGCGACGCT
GTGGTCCGGCGCATTCGTCGCGATGAAGGTCGCCAGCGATCACGCCGGLCGLCG
TACACGATCGTCGGCATCCGCTGCACCATCGCGGGCGCCGTCATGATCGCCGC
CGCCTGGGGCGCCCGAAAGGCGTTGACCCGCCGLCGGGTTGGCGGGCACGGL
CGTCGTCGGGCTGCTCAACAACGCGGGGTACCTCGGCCTGATGGCCACCGCC
ATGCCGAACCTGTCCGCGGGCATGGGCGCCATCGTCACGGCGLCTGACGLCCGC
TGGCCGTCCTGGTGATCTCCGCCCTGCGCGGCCGCGCACTGCTGTGGACGCA
GTGGATCGGCTGCGTCCTGGGTTTCCTCGGCGTCGTCGGCTCGGCGTGGACG
AGGCTGGAATCCGGCGAAACATCGTGGACCGGCGTGGCCACCAGCCTCTTCGC
GGTCTCCTGCCTGGTCGTGGGCACCATCCTCACCCCGAAACTGGTCCCGLCCGG
GCAGCCCATGGCTGTCGACCGGCATCCAGAGCCTCGLCCGLCGGGLGTGLLLGL
TCTCGCCGTCGCCTTGCTCTTCGAGGACGCCCCGGAGTTGACCACGCGTTTCC
TCGTCGCCGAGGCGTACCTCATCGTCGGCGCCTCCGTGCTGGCCATGACCATG
TGGCTGACGCTGATCCGCCAGGCCGGCCCCGACCGLCGLCLCGLCLCGTCGCCCACT
TCCTGCCGCCGCTGATCAGCATCGCCCTCGGCGCGCTGCTCCTCGGCGAGGA
CGCCTCCCCGCTGGCGCTGGCCATGTGCATCCCCGTCGCCATCGGLCGTLCGLCC
CTGGCCACCCGGCGGCCACGCTCCACCGCAGTGCCCCGAAAGCTCGACTGA

Corynebacterium striatum — Amplicon de 226 pb

Primer Cst-F: 5- CTTCGAAGAACATGAAGGCA -3’
Primer Cst-R: 5- CCGTAGTACATCGCTACGGC -3

>Ferrous iron transport permease EfeU [Corynebacterium striatum]
GTGGCGTTGGTCACCTACATGCTGCTGTGGATGCGCGGTGCTTCGAAGAACAT
GAAGGCAGAACTCGAGGGAAAGCTGGAGGCGGCCATCGCAGTGGGCGCGGGT
TCCGTCTTCGTCCTGGCATTCATGGCCGCGGTCCGCGAGGGCATCGAGACAGC
GCTGCTGGTGTTCGATACCTTTGCCTACGGCTCCACCATGACGCCGGCGCTCG
GCCTTTCCCTAGGCATCCTCATCGCCGTAGCCGTAGCCGTAGCGATGTACTACG
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GCGCAGTGCGCATCAACCTCGGCACCTTCTTTAAAGTCACCGGCATCTTGCTGG
TCGTCGTGGCTGCGGGCATCCTGCGCTATGGCATCACGGACTTGCAGGAAGCT
GGCCTGCTGCCGGGCCTGCACACACTCGCCTTCGACATCTCTAACGTC

Corynebacterium minutissimum

Amplicon de 304 pb

Cmin-F1: TATGATTTCGGGCGCTCGTT
Cmin-R1: CAATCACCGCACCAATGACC

Amplicon de 311 pb

Cmin-F2: GCGCTCGTTCATAAACTCCG
Cmin-R2: CGTTATTCCACAGCCACCCA

>Corynebacterium_minutissimum_1941 joined_345 Putative membrane protein
TTGGACGCAGCAAAGCTGCTGTGGCGGTACCTGCCGCAGCTGATCACGGTGAT
TTGCCTGTCGCTGGCCGTGCGCGCGGCGGTGCTGTGGTTGGCGGTGGTTATTT
CTGAGTATTCGCCGTTGGCCGCCACGCTCATCTTCCCCTTTGCGCCGCTTTCTG
TGATGACCGGCGTCATCGTGTGCTTTTGGATCATGCAGCCGTCCATGGAGTTCT
TTGGCGGCGAGACCCGCTTTAGCAAACTGGATAAGACCACGCTGCTGACCGTC
GGTGGCCTCCTCATCCCGTTCCTCACCGTGTATTCCTCCCACGGTCTGTTGCGC
GACGACGCGCGGACCTTTGTCTACGACTCCGTGACCATCGAGGTGGCCACCAG
CTTTCTCGATTATGATTTCGGGCGCTCGTTCATAAACTCCGGATGGCTATTTGCA
GGGTTTCTCATTTCTATCGTGGTGCTGCGCAAACTCATTGGTGCGCTGCAGTTG
GGGGAGCGCGCCTTTGGCGTGGCCACTGCGGCCGCGTACCTGGAGGTGCTGT
GGATGGCCACGGCGTCGCTAAGCATCACCAGCAATTTTGAGAAGGTCCGTGTG
TGGATTCTTAGCCGGCAAGGCATTGGCCCCGTATGGGACTCTATTGTCACGGC
GAAGGATTGGATTGTCGCCCACACCTGGGTCATTGGTGCGGTGATTGGGTGGC
TGTGGAATAACGCGGCGCAAATCGGCAACTTTATCGTCGTGCCCTTCGCATGGC
TGACCCTCGGCGCGGTGGTCTACAACACGAGCCTGACCAGAGAGAAGGACAGT
TCTGAGCCGGACACGTCAGGCGAGGAGGACGCGGTACCGCCCCTGCAGACGG
TAGCCGATGCCCCCATCGAAGGTCCCGCCGAACGAGGAAAGCTCTCCCCGCAT
GCCGAGCAGAAGATGTGGGCCGATTATGGGCGTCGCTATTCGGAAGCAGCCTT
CCGAACGACGCGAGACATGCTGGACAACGCCGCGCAGCCACTCGTCGGCCCC
TTCCGTAATGCGTGGCGCAATTTCAAGACGCTGGCAGTCGCCGGTGCGGTCCC
CATGCTGACCTTCTGCCTCGTCTTCGTCTTGGCTTCGGGCGCTGAGCTGGGCG
TAGTCTATGCCCTGCGTGCCATCATCAAACCGCTGGCGCTGGGGACCATCACC
ATTGGGCTTGAGCCTTATGCGCTGGTTTTTGCCCGAGCCGTGTACTTCCTCGTT
GCGCTCCCGCTGGTGGTAGCCGCGCTGGACCGCTTCCTCAACGCTGAGTACGC
CGAGGCGGAGGACGCAGATGAGAGCACCGACGAAAACCAAGGCGAAGAGCCG
GACGCTGAATCTGCCGTCCCAGCGAGCCAGGCGGGAGAGAAGTAG
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Amplicon de 296 pb

Cmin-F3: 5’- AAAACATTGTGCTCGGTCGC -3
Cmin-R3: §’- GATAAACACCATCGCCACGC -3’

>fig|38301.4.peg.126 Ribose ABC transport system, ATP-binding protein RbsA (TC
3.A.1.2.1) [Corynebacterium minutissimum 1941]
ATGAGTGAAACCGTCCTAAAACTTGAAGGCGTAACCAAGTCCTTCGGCCCCGTT
GATGTCATTAAAGGGGTCGACCTCAACGTTCGGCGAGGCCAAGTTCAAGCCCTT
TTGGGCGAAAACGGCGCCGGTAAGTCCACGCTCATCAAAATGATTGCGGGCGT
ACACGAACCGGACTCTGGCCGCATACTAGTAGATGGCAAAGAAGTTAGAATCCC
CGATACTAAGGCCTCCGAGGCCCTCGGTATCGCCACTATTCACCAAGAACTCAA
CTTGGTGCCGACTATGTCGGTAGCTGAAAACATTGTGCTCGGTCGCACTCCGCA
ACGCTACGGACTTGTCAACCGCAAGCATCTCAAGGCTCAAGCACAAGCAGCCC
TACACCTCATCGGACTTGATGTTGACTTGGATACTCCGGTGGGTGAGTTGGGCG
TCGCCAAGCAGCAGCTGGTTGAGATCGCCAAAGCCCTTTCCATGAATGCGCGC
ATCCTTATCTTGGATGAACCCACAGCCGCGTTGACCGGCAAAGAAGTCGATGCG
CTCTTTACAGTTCTCGAAGGACTCAAAGCAAAAGGCGTGGCGATGGTGTTTATC
AGCCACCACCTGGATGAACTGGCACGGATCGCGGAGACCATTTGCGTACTGCG
CGATGGTGCCTTCATCGCCGAGGTCCCTTCCGATACAGATGAGGATGAACTGG
TCCGGCTGATGGTCGGTCGCAGTATCGAAAACCAGTACCCGCGCGACACTCCG
CCCGAGCGCGGCGATGTCTTGCTTGAAGTTGCAGGCCTGACTACACAAGGTTC
GTTTCAGGACATCTCCTTCGAGGTCCACTCCGGCGAAGTTGTCGGTCTCGCCG
GACTTGTCGGCGCTGGCCGCACGGAGATCATTCGTGCCATTGCTGGCGCAGAC
ACCTACGATTCAGGATCCATTCGTGTGAATGGCCAAGAACTTCGAGGCGGCGA
CATCGGCGCCGCAATTCGCGCCGGGGTGGGACATATCCCCGAGGACCGGAAA
GCACAGGCGCTAGTCCTGGATGCTTCGGTAGCAGACAATCTCGGTTTCACGAC
GCTCTACCCCACCGCTAGAGCTGGGATTGCGGACCGTTCTGGCCAACATCGGC
GTGCGGGAGAAGTGGCAGAAAAACTTCGTATACGCATGTCCGGGCTTGACCAG
GCTATCCGCAATCTCTCCGGCGGAAACCAGCAAAAGGCAGTCTTCGGCCGGTG
GGTCCTCGCCAACTCAAAAGTTCTCTTACTCGATGAGCCAACCCGCGGCGTCGA
CGTAGGCGCCAAGGTCGAAATCTACAACATCATTAACGAGGTTACGGCAGCCG
GTGGCGCGGTCCTCATGGCTTCCTCTGATCTACCAGAGGTACTTGGAATGTCTG
ACCGGATCCTCGTCATGTCAGGGGGCCAACTTGCCGGGCAACTGCCAAAAGAC
TCCACTCAAGACGAGGTCATGACCCTCGCCGTAGCCAACGTAACTTCAGCAACC
TCCGCTGCCGCTACTAACTCCGCTAGCCACGACCCCAAGGATTAA

Amplicon de 317 pb

Cmin-F4: 5- CGTCAGCGCATAACTCTTGC -3
Cmin-R4: 5’- ACATTGTCGGAGGCAACCAT -3’

>fig|38301.4.peg.128 Ribose ABC transport system, periplasmic ribose-binding
protein RbsB (TC 3.A.1.2.1) [Corynebacterium minutissimum 1941]
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ATGAAAAAGATCATTTCTGCGGTTCTCGTTGCCGTTCTTGCTTTGGGTTTGGTCT
CATGCAACCGCTCGGAGGAAGACCGTCAGCGCATAACTCTTGCGCTATCAACC
CAGACAAACCCCTTCTTCGTTGAGCTACGCCATGGCGCACAGGACAAGGCCAA
AGAACTCGGAGTCCCCCTCGATATCCAAGACGCCTCGGATGATCCTGCTCAGC
AAGTCAATCAACTCGGCAACGCTACGTCGATGGGCGCGAAAGTGGTGGTTGTT
AACCCCACAGACTCCGATGCTGTAGCTCCAGCAGTACGCGGAATCAAGAACAAT
GGTGTCCCTGTGGTCGGTGTAGACCGCGACGTTAACGGCGTAGATTTGGATTC
CATGGTTGCCTCCGACAATGTCGCCGGCGGTGCCCAAGCAGCAGATCAACTGG
CCAAATCCATCGGCGAGGAAGGTGACATCCTCATCCTGCAGGGCACCGCAGGT
ACGTCGGCCTCGCGCGAACGTGGCAAGGGCTTTGAGTCACAGATTGCCAAGTA
CCCGGGCATCAAGGTGGTTGCTAAACAGTCGGCAAATTTTGATCGTACAGAGG
GGCTCAATGTAGCCACCAACCTTTTGCAAGCCAACCCGAACATCAAGGCCATCT
TTGCGGAGAACGATGAAATGGCCCTTGGCGCCGTCGAAGCCCTGGGATCGCGC
GCTGGTTCCGAGGTCAAGATCGTGGCCTTTGACGGTACTTTCGACGGACTTAAG
GCTGTCAAGGACGGCAAGCTGGAAGCTACTATCGCTCAGCAACCAGCCGAGCT
CGGTGCCCGCGCCATCGAGCAAGCCGCACAACTCCTGCATGGTGAAAAGGCAC
AGAAATCTGTCCCCGTAGAAGTCATCACCGTTACCCGCGACAACGTAGAGGAAT
TCCAATGA

Corynebacterium amycolatum

Amplicon de 413 pb
Camy-F1: GTGCCCAGTCATACCAGCTT
Camy-R1: CAAGCCCTACTTGCACTCCA

>CORAMO0001_ 2016 putative enterobactin synthetase component
ATGTATGCATCAGATATCGCTTTGGATGACCGTTCAGTAGCGAGCAACGGGGAC
GATTCAAATATGCAAGAGGCATGCCGTAACGCCCTTTCCACTCTGCTGGATAAC
TCGGCCCTTCCCCCCGGGAGTGTGGTTGCAATACGTGATCTCGTTCCTCAGGC
GCATGCGGCGACCCTAGCCGAACTGTGGGCACGTGGCCTCGTCCCTGCCATAC
TTGATCCTCACCTACCTGAAATGCTGCAGCCAGTTCTGCTCAGCGAACTTTTTCC
AGCAGCTGTTCTCGCATGGACGATTTCACAGTCAGAGCAAGGCGAATCCTTTCA
GCCCTGTCCAATGTTGGACTTAGCGTCTCCAGATTCCCAACCTCGGAGATTCGG
ACTGACATCGCAGTTTGCATCAGCAAGTAACAACGACATCCCGGCATATATCGC
CTACACGTCCGGCTCAACCGGGACACCGAAAGGCGTTGTTATCGGACGGCGTG
CATTCAAATCTTTTGTCCAATCGACTTGCGATTTATACGAATTGACCTCCGAAGA
TCGTCGATTGCTGCTGTCCAATCCGGCCTTTGACCTGGCCATGGAGCAGGTGG
GCACTTCTCTACATGCTGGGTGCCCAGTCATACCAGCTTCTCCAGGACTTATCG
CAACAGATCCATTTGCTCTTGCTGCCGAAGTTTGTGCCCGTGGAATCACCGTAC
TTAGCCTCCCCACTGGTGTCTTCAATGCTGTCGGTACTGCTATGGATGCCGACA
CTTCTGCAGCATCAGCATTTCATCAGTCTTCTGTGCGCCTTGTGATGGCCGGTG
GTGAAGCCCCTGACCCCGTCGCCATCCGTGGTTGGGCCGCAGCACTGCCGGA
AGCACGGCTGCTCAATGGTTACGGGCCGACCGAATGCACAGTTGTGACTTCGT
ATGGCAATCTTGCGCCGGATGAACCCATTACCGTTGGTACTCCACTTCCTGGTG
TTACCTATTCCCTGCGAGATGGCGAGCTCATCATTGGTGGAGTGCAAGTAGGG
CTTGGGTACTTAGAGAAGCGTGTAGGTGGCTTCGAATCGCATAACGGAGATACC
TATGCCACTGGAGATGCCGCTCAAGTACTTGCAGACGGAAGGTGGGTTATCGA
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AGGGCGTCGTGACCGAATGCTGAAGGTATCCGGGTACCGTGTCGACCCGGCCA
CGGTGGAAGGGATTGTTACCTCTGTGGATGGGGTGAGCGCAGCCCATGTTGTA
CGCGTCGATGGTGCGTTGGGGTGCCTTATTGTCCCTGACACCGTACGCAGCTC
CGAGTCTTGGAACAGCCAAGATTCTGCAGTTGAAGAAGTCAGCAGCGGCGAGG
ATATGATCAAACGTGCGGTCAGTCGTCGTTGCAAGACCGAACTTCCCTGGTATG
CGGTGCCTCGGCTACTAGGTATGGCCAGCGAGATTCCGCTGACGGCGCGAGG
TAAGCGCAATCCAGAAGCGACTGCGAGTCTATTACGATGTCTTGCTCGTAGCGC
AGATAGGGACTCCGCCCGCGCCGGTTTGGATCTCGACTTCGCAATTTCGGAGA
TTTGGAGGCGGTATGTAGGTGATCCGGAAGATCTTCGTAGCTTTGCTGAGACTG
GAGCGGATTCACTAACCGCTGTTTCGGTGCGTGGGGCTCTTCTCGGCGAGCTA
GATGTAGATGTGCCCTTACCGGTCATCGTCGGTGGGAATGTGAGAGATCTCATC
GATGCTTCTCACCGGGCTCGTGCTGGGGTGCATGCAGGACATTTGTCGTCAGG
TCAAGGGCTCGTGCGGCTGCGCGGGACAGCACAGAGCGACAGCACAGGTGAC
CATTCTGTTAAGGAAGTGCACTGGGTGTTTCTGCCTCCGATGTCGGGTGCCGTT
ACCCGGTATTTACGTTTGTCTCGTTTGCTGCCGGATTCTCACCAGGTCAGTGCA
TGTGAGAATGCGCGGGAGGATCTCGAAGGCGGATTCGCCACGGCGGTCTCCG
CTATGTCTGACGCGATTGCTGCAGAAATTCCAATTGATGCAGACTTGCGTCTCT
CTGGGTTCTCCCTCGGCGGAGTCTATGCGCGTGCAGTAGCAGTCGAGCTCGCT
TCCCGTGGGTTCACCTGCTGTTCGGCTCACCTTATCGATCCGCCAGACCCCAGT
GGACATGCCACTCCGGAAAGGACGGCATTCCTCGTATTTGCTCAGGTAGGATTG
GCTATACCTGGTGACGGTGCGCGATTTCTTCGTGGCCCCGTAGCCACTGGTGA
GGTAGCCGAAGTTCGCGAAGACGACATTGCCTGGGACGAACTTCTCAATGCCG
CAGTAGCTACAGGAATGGCCACGATGAATGAAGGAACCCAAGCTCTGCGTAAC
GCATGGGAGATTTATCGTCTCAATGCTTCTATTCTCAGATCCTGCGACGTAGATG
AGATTGCTGGGCAACTGCCCCAAACGCGAATCCTTGTAGGCGCGACTGGGGAA
GATATTGCTTATGACGGGGCAGTCGCAGACAGAGGAGAAACCGCACATGCGCA
GATAGAGCGCGTGGCGCCGAGCGGAGCATGGTCAAAAATCTGTCCGTCAGCAA
CTTTTGATCGACTTGGTATTGATCACTTTGCTCTACTCGATCCTCCGCACGATAT
CGCTGTAGCTCAATGGCTCACTACTAGTGAGGCAGCATCGAACGCGGGATAA

Amplicon de 434 pb

Camy-F2: 5 — ATGACCAAGACGGATGCTGG -3’
Camy-R2: 5'- TTGGTGGGAACGAAACCACA -3

>fig|43765.4.peg.318 Lysophospholipase (EC 3.1.1.5); Monoglyceride lipase (EC
3.1.1.23); putative [Corynebacterium amycolatum SK46]
GTGCAGATTGTCCACGGCATGGTCGAGTACGCCAACCGCTACGCCAAGTTCGC
CGAGTACCTCGTATCCCAGGGCTATGCCGTCGTCGCGCACGACCATCGCGGCC
ACGGTATGACCAAGACGGATGCTGGCATCCCGGGCTACTTCGCTGACTACGGT
GGCTGGAACCTGATTCTCGAAGATCTCCACGCAGTGCGCCAGTACGTTGATGC
AGAATTCCCAGGCAGCAAGCACTATATTCTCGGCCACTCCATGGGGTCGCTTCT
GACTCGTAACTACATCGCCAAGTACGGCGAGGGGCTTACCGGCGTCATTATCAT
GGGCACTGTGTCGTGGCCAGGAGCTAAGGGCGATGCGGGAATGAAGGTTGCA
AACCTGCTGGCTAAGATTCGTCCTACCGCGCCGGGCAAGCTGCTCAACACCCT
CACCTTTGCTGATTACAACAAGGGCTTTGAGCGCCGCACTAAGTTTGATTGGCT
CACCCGCGATCACAAGATTGTCGATGCTTATATTGCGGACGACAAGTGTGGTTT
CGTTCCCACCAATGCCTTTTTCCGCGACCTTCTCGTCGGCACGCACTACGCGAA
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TTCGTCTGAAGCCTATGAGAAAGCGCCTGCTGAGCTGCCGCTTTTCGTGGTTTC
CGGTGCTGTTGATCCGGCGGGTGGCGCTGCCTGTGTGACTGAGGTCGTGGGC

AAATACCTGAACGCGGGCAAGAAGGACGTGCGCTTTAAGGTCTACCCGGATGG
TCGCCATGAGATTCTCAACGAGTTGAATAAGGAAGAGGTCTACGCCGATATTTT

GGCGTGGTTGGAGTCCCGCTAA

Amplicon de 402 pb

Camy-F3: 5’- CGTTATCCAGCAAATCGGCG -3’
Camy-R3: 5- ACTCTAGCCACCAACATCGC -3
Product: 402 pb

>fig|43765.4.peg.108 Multiple sugar ABC transporter, ATP-binding protein
[Corynebacterium amycolatum SK46]
ATGGCTGAAATTGAACTAAAGCACGTGTACAAGCGCTTTCCTGATGGTCACATC
GGTGTGGAAGACGCTAATCTCAAAATCGACGATGGCGAGTTCATCATCCTCGTC
GGCCCCTCCGGCTGTGGTAAGTCGACGATGCTGAACATGATTGCAGGGCTGGA
GGACATCTCCGAAGGCGACCTGCTCATCGGCGGCGAGCGCATGAATGATGTTG
CTCCGAAGGACCGCGATATCGCTATGGTCTTTCAGTCCTACGCGCTGTACCCGC
ACATGAACGTCCGCGAGAACATCGCTTTCCCCCTCAAGCTGGCAAAATTGCCGA
AGAAGGAGATTGAGAAGAAGGTCAACGAGGCCGCCGAAATTCTCGATCTGACG
GAGTTTCTCGACCGCAAGCCCGCGCAGCTCTCCGGCGGTCAGCGCCAGCGCG
TGGCGATGGGCCGCGCCATCGTCCGCCGACCAAAAGTCTTCCTCATGGACGAG
CCCCTTTCCAATCTCGACGCCAAACTCCGCGTCCAGATGCGCACAGAAATCGCC
CAGCTGCAGGATCGTCTCAGCACCACCACCGTCTACGTCACCCACGACCAGAC
CGAGGCCATGACGCTGGGTGACCGCGTCGTCGTGTTGAAAAAGGGCGTTATCC
AGCAAATCGGCGCGCCGCAAGAGCTCTACCACCGACCGGTCAACGTCTTCGTC
GCCGGCTTCATCGGCTCGCCCGCCATGAACTTCTTGCCCGCCACCGTGCTTGA
CGACGGGCGCAGCGCCGACACCGCCCTGGGCCACCTTCCACTCCCGGAAAAA
TTTACTCCGGGTCGAAAGGTTATCGTCGGTCTGCGACCGGAGGCCTTCGAAGA
TGCCGCCTTGCTTGACGACGGCTCAGATGTGCCCACGGTGGATGTCGAGGTGT
CCGTCCTGGAGGCGATGGGCTCCGAGCAGTTCATCCACTTCCCACTCCCGGAA
ATTGATTTGAGTGGACATGCAGCGGCTGAGGAGGCTGGTCTAGCCGATAATCC
GCACGCGATGTTGGTGGCTAGAGTCGATGCGGAATCGAGCGTGCACCGAGGTC
AGAAGATTAAGCTGGCAATCAACGCGGAGAAGCTTAATGTCTTTGATTCCGAGT
CGGGTGAGAACTTGGCGTTGAATGCGAAGAATGAAGGTTAA

Amplicon de 416 pb

Camy-F4: 5’- GGTGGCCGCTGAATTTGAAG -3
Camy-R4: 5- CGGGAACGTCCTTAGTCACC -3’

>fig|43765.4.peg.1306 Maltose O-acetyltransferase (EC 2.3.1.79) [Corynebacterium
amycolatum SK46]
ATGACTACCGAATCCCGCATTGCAGAGCTCGAGGCAGCTCGCCGAGCCTCATT
GCGCAACACCGATCGAGATCCGAATCCGTCGACCACACTTCCCGACGACGGTC
TGGATAACCGCCAGCGCATGTTGAACGGTCAGTGGTATATCGCGGACCATCCG
GAATCACAGGCTCTGAACGCGCGAATTGGCCAGGTGGCCGCTGAATTTGAAGT
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AGCCTTTCGCAAAGATCAACAGGCGGCACAGCGGGTGCTGGCACCCGCATTGG
GGTCTTTCGGCAAGAACAGCACAGTGCGCCCGCCGGTCTACCTGGACTACGGT
GACAACGTTCACATCGGAGACAACGTATTCATTAACTTCGGCCTCACCGCTCTT
GACGTGGTGAAGGTGACCATTTGCGACCATGCGCAGCTCGGCCCCAACGTTCA
GCTACTTCCACCGGTGCACCCACTGGGAGCTGAGGCCCGCGCCGCTTATCTAG
AGTCTGGAGATGAAATCATCATCGGACGCAATGCCTGGATCGGTGGCGGAGCC
ATCATCCTGGGCGGTGTTCACGTCGGCGATAATTCTGTAGTCGCCGCGGGTGC
CGTGGTGACTAAGGACGTTCCCGCGGGCGTAGTCGTGGCTGGAAACCCGGCG
AAAATTATCCGCCTCATCGAGGCGTGA
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