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RESUMO

Com o objetivo de reduzir o tempo, custo e aprimorar a precisao do
diagnéstico, a busca por novas tecnologias para a identificacdo de microrganismos
patogénicos tem se intensificado na area médica. A identificacéo rapida de patdgenos
em pacientes que estdo hospitalizados é fundamental, jA que possibilita o inicio
precoce de uma terapia antimicrobiana apropriada, assegurando a prevencgao e
controle de infeccdes. Nesse contexto, a espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF
vem se mostrando uma técnica altamente promissora para a identificacdo de
microrganismos. Na pratica clinica, essa tecnologia atua de forma revolucionaria, uma
vez que permite a identificacdo de bactérias patogénicas em um curto espago de
tempo e com baixo custo se comparado aos métodos de analises bioquimicas ou
moleculares tradicionais. Entretanto, devido a grande diversidade bacteriana, para
gue ocorra uma identificacdo precisa e adequada h& a necessidade de bancos de
dados sdlidos e completos. Nesse cenario, uma ferramenta que vem ganhando
destaque é o Ribopeaks, um software capaz de realizar a identificacdo de bactérias
de forma muito robusta e com grande poder de assertividade. Visando o
aperfeicoamento e a expanséao das informacdfes fornecidas pelo software Ribopeaks,
0 presente trabalho teve por objetivo construir um banco de dados com informacdes
referente a genes patogénicos, permitindo, além da identificacdo taxonémica, fornecer
também dados referentes as possiveis resisténcias antimicrobianas apresentadas
pela bactéria identificada.

Palavras-chave: Espectrometria de Massa, Genes Patogénicos, Ribopeaks,
Resisténcia aos Antimicrobianos



ABSTRACT

In order to reduce time, cost and improve diagnostic accuracy, the search for
new technologies for the identification of pathogenic microorganisms has intensified in
the medical field. The rapid identification of pathogens in patients who are hospitalized
is critical, as it enables early initiation of appropriate antimicrobial therapy, ensuring
infection prevention and control. MALDI-TOF mass spectrometry has been shown to
be a highly promising technique for the identification of microorganisms. In clinical
practice, this technology works in a revolutionary way, as it allows the identification of
pathogenic bacteria in a short time and at a low cost compared to traditional
biochemical or molecular analysis methods. However, due to the great bacterial
diversity, for accurate and adequate identification there is a need for solid and complete
databases. In this scenario, a tool that has been gaining prominence is Ribopeaks, a
software capable of performing the identification of bacteria in a very robust way and
with great power of assertiveness. Aiming at improving and expanding the information
provided by the Ribopeaks software, the present work aimed to build a database with
information regarding pathogenic genes, allowing, in addition to taxonomic
identification, to also provide data regarding possible antimicrobial resistance
presented by the identified bacterium.

Keywords: Mass Spectrometry, Pathogenic Genes, Ribopeaks, Antimicrobial
Resistance
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1 INTRODUCAO

A identificacdo de um microrganismo é o primeiro passo para a resolucéao de
problemas epidemioldgicos, uma vez que norteiam medidas emergenciais precisas e
essenciais em laboratorios de andlises clinicas (TORRES-SANGIAO; RODRIGUEZ;
GARCIA-RIESTRA, 2021; LEO et al., 2020). Dentre as principais técnicas de
identificacdo microbiana utilizadas em laboratérios de microbiologia clinica,
encontramos as metodologias convencionais, como 0os métodos bioquimicos ou a
identificagdo molecular a partir de processos que envolvem técnicas de
sequenciamento genético (GE et al., 2017).

Embora os testes bioquimicos apresentem um baixo custo associado ao
desenvolvimento da técnica e sejam sensiveis, sdo métodos demorados e que
demandam em torno de 24 a 48 horas para a obtencdo dos resultados. Em
contrapartida, os métodos moleculares, como o sequenciamento do gene 16S rRNA,
sao considerados como o padréo ouro, porém envolvem um custo mais alto, além de
necessitar de mao de obra qualificada para a execucdao e interpretacéo dos resultados
(KOSTRZEWA et al., 2019; AYHAN et al., 2021).

Nesse contexto, a busca por novas tecnologias para a identificacdo de
microrganismos tem se intensificado, em uma tentativa de reduzir os custos, o tempo
de andlise, bem como aprimorar a acuracia do diagnostico (GILAD-MORAN, 2019;
AYHAN et al., 2021).

Diante desse cenario, uma ferramenta que vem se mostrando altamente
promissora e com um bom desempenho tanto para a identificacdo de microrganismos,
guanto para determinacdo de susceptibilidade antimicrobiana é a espectrometria de
massa (EM) do tipo MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization - Time of
flight) (WEIS; JUTZELER; BORGWARDT, 2020).

A EM do tipo MALDI-TOF vem se tornando uma técnica aliada dos
laboratérios de analises clinicas, uma vez que permite a identificacdo de forma
simples e rapida de bactérias gram-positivas ou gram-negativas, aerdbicas e
anaerobicas, além de permitir também a identificacdo de microrganismos fastidiosos,
como alguns fungos e micobactérias (ANGELETTI; CICCOZZI, 2019). A técnica
também vem sendo empregada para a identificacdo de virus, tendo um destaque na
atual pandemia, quando utilizada para o SARS-CoV-2 (TRAN et al., 2021).
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O principio da técnica de EM do tipo MALDI-TOF esta baseada na avaliacéao
do tempo de voo das amostras ionizadas (WIESER et., 2012). A identificacdo e a
quantificacdo das moléculas séo realizadas a partir da razdo massa/carga (m/z), onde
m representa a massa em Daltons e 0 z a carga do ion. A partir da ionizacdo dos
peptideos e proteinas € possivel obter um espectro (FUNG et al., 2020).

Os dados gerados a partir de analises do espectro de massa dos
microrganismos sdo extremamente importantes, uma vez que aliados as ferramentas
da bioinformética possibilitam os estudos de aprendizado de maquina, aumentando a
precisao na identificacdo dos microrganismos (AYHAN et al., 2021).

Além disso, o aprimoramento e o desenvolvimento dos softwares e das
tecnologias associados a identificacdo tém permitido um maior emprego da EM e sua
utilizacdo em diversas aéreas (PSAROULAKI; CHOCHLAKIS, 2018). Dentre esses
avancos, encontramos o Ribopeaks, um software que a partir de um modelo
classificatorio e de dados de proteinas ribossomais é capaz de realizar a identificacao
de bactérias de forma muito robusta e com grande poder de assertividade
(TOMACHEWSKI et al., 2018).

Além dos beneficios na identificacdo de bactérias, a técnica também vem
sendo utilizada como um instrumento para a tipagem de cepas e a deteccdo de
resisténcia aos antimicrobianos (OVIANO; BOU, 2019). Atuando como uma
ferramenta promissora na detec¢do de resisténcia aos antimicrobianos, ja que a busca
por metodologias rapidas na deteccdo de resisténcias vem se intensificando,
principalmente quando se leva em conta os indices crescentes de microrganismos
multirresistentes (IDELEVICH; BECKER, 2019; IDELEVICH et al., 2021).

O tratamento com antibacterianos foi uma revolugcdo para o século XX,
tornando-se um aliado na prevencdo contra mortes por infeccdo bacteriana
(FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI, 2016). Entretanto, o uso inadequado dessa classe
de farmacos vem corroborando para a selecdo de genes resistentes, sendo motivo de
preocupacao no contexto da saude publica global (ISKANDAR et al., 2022). Dados
divulgados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), revelaram que em 2017 a
infeccdo por sepse foi responsavel por 20% das mortes globais, correspondendo a 11
milhées de mortes (WHO, 2020).

Dessa forma, o inicio rapido de uma terapia antimicrobiana adequada €
primordial, principalmente em pacientes hospitalizados, visto que auxilia no controle e

prevencéao de infecgbes, bem como na reducdo do tempo de internagéo do paciente
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e na taxa de mortalidade, o que consequentemente impacta de forma positiva na
salde publica, uma vez que reduz os custos hospitalares (RODRIGUEZ-SANCHEZ
et al., 2019; OVIANO; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2021).

Na tentativa de expandir e aprimorar a identificagdo dos microrganismos
utilizando EM bem como a identificacéo de resisténcia aos antimicrobianos, o presente
trabalho teve por intencdo a construcdo de um banco de dados com informacdes
referentes a genes que conferem patogenicidade. Os dados obtidos no presente
trabalho seréo unidos ao banco de dados PUCHUY, desenvolvido por Silva et al.
(2019), o qual foi gerado a partir da carga/massa de proteinas ribossomais de
bactérias que possuem genoma completamente sequenciado.

Dessa forma, além de auxiliar na identificacdo bacteriana, a ferramenta
também ira fornecer dados referentes a genes patogénicos, o que possibilita um
direcionamento em relagcdo as possiveis resisténcias apresentadas pelo

microrganismo em questao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

bY

Identificagdo de genes relacionados a resisténcia aos antimicrobianos e

atualizacao do software de identificacdo bacteriana Ribopeaks.
2.2 Objetivo Especifico

e Andlise e selecdo de proteinas relacionadas a resisténcia aos
antimicrobianos, presentes em genomas bacterianos depositados no

GenBank (NCBI, National Center for Biotechnology);

e Montagem de um banco de dados das proteinas relacionadas a

resisténcia aos antimicrobianos;

¢ |dentificacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos usando dados

de massa/carga de proteinas ribossomais;

e Determinacdo do padrdo de resisténcia aos antimicrobianos nos

diferentes grupos taxonémicos de bactérias.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF

A expansédo da EM para uma variedade maior de amostras comegou a ser
cogitada a partir de 1960. Até entdo, a técnica era utilizada principalmente na quimica,
com a finalidade de investigar as propriedades dos atomos, como a caracterizacao de
suas massas, sendo também a primeira ferramenta capaz de revelar os isétopos
(GRIFFITHS, 2008).

Somente na década de 80 surgiram trabalhos envolvendo macromoléculas,
como os desenvolvidos por Karas e Hillenkamp (1987) e Tanaka (1988) o que abriu
caminho para a utilizacdo de biomoléculas com tamanhos maiores presentes em
células bacterianas (GRIFFITHS, 2008; SCHUMANN; MAIER, 2014).

A partir de entdo, a inser¢cdo da EM do tipo MALDI-TOF nas rotinas de
laboratorios clinicos vem sendo incorporada em analises patoldgicas, na bioquimica
clinica, na substituicio de analises moleculares e principalmente na area
microbiolégica, onde contribui de forma significativa para a rapida identificacdo de
patébgenos, além de estar associada a resultados de alta qualidade (DUNCAN;
DEMARCO, 2019; KOSTRZEWA et al., 2019).

A rapida identificacdo proporcionada pela técnica, se da pela maior agilidade
no fluxo de trabalho dentro do laboratério, uma vez que ndo ha a necessidade de
execucdo de algumas etapas, as quais seriam necessarias ao se empregar 0S
métodos convencionais (FLORIO et al., 2018).

Dentre essas etapas, a cultura prévia em placas de agar para a obtencédo de
colénias ja ndo € mais obrigatdria para muitas amostras (TSUCHIDA; UMEMURA,;
NAKAYAMA, 2020). O que constitui um grande salto na identificagdo de
microrganismo, j& que, amostras de sangue, de urina e de liquido cefalorraquidiano
podem ser analisadas de forma direta (TORRES-SANGIAO; RODRIGUEZ; GARCIA-
RIESTRA, 2021).

Embora haja a possibilidade de analise direta de algumas amostras, a técnica
também permite a transferéncia direta de células bacterianas previamente cultivadas
para a placa do equipamento, além disso, outra alternativa seria realizar o método de
extracdo de proteinas das células bacterianas cultivadas, na tentativa de obter
resultados com uma melhor qualidade (ASHFAQ; DA’NA; AL-GHOUTI, 2022)



17

O espectrometro de massa é composto por trés partes. Na primeira parte
encontramos uma fonte de laser que tem por funcao ionizar as moléculas da amostra
e transferir os ions gerados para uma fase gasosa, nessa etapa a matriz possui um
papel fundamental na ionizacédo, j& que € capaz de absorver a energia do laser e assim
facilitar a ionizacdo das amostras cristalizadas (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB,
2012).

Figura 1 - Representacdo do funcionamento do Espectrémetro de Massa do tipo
MALDI-TOF para a identificacdo de microrganismos
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Adaptado de: YOON, E-J.; JEONG, S. H. MALDI-TOF mass spectrometry technology as a tool for the
rapid disgnosis of antimicrobial resistance in bacteria. Antibiotics, v. 10, n. 8, p. 982, 2021. Disponivel
em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34439032/. Acesso em: 26 fev. 2022.

Legenda: Representacdo do funcionamento do Espectrometro de Massa do tipo MALDI-TOF para a
identificacdo de microrganismos. Esquema adaptado, representando o funcionamento do MALDI-TOF,
até a obtencdo de um espectro de massa, a ionizacdo das amostras, o voo das macromoléculas
ionizadas da amostra pelo tubo, a captagéo dos sinais pelo detector e a geragdo dos picos no espectro.

Além de atuar na ionizacdo do analito, e na doacao de prétons, uma matriz
ideal deve apresentar outros requisitos, como um peso molecular adequado e uma
boa absorcéo do laser, tornando assim o processo rapido e eficiente (YOON; JEONG,
2021). Com a incidéncia do laser ndo ha a fragmentacédo das moléculas, mas sim, a
passagem para uma fase gasosa (OVIANIO; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2021).

A segunda parte € composta por um analisador de massa, que tem por funcao
acelerar os ions com o auxilio de um campo magnético. Durante o percurso dentro do
analisador TOF é possivel verificar que cada ion possui uma velocidade distinta,
correspondente a sua massa respectiva e a carga recebida durante a ionizagéo, dessa
forma, essa etapa permite a separacdo de acordo com a razdo massal/carga (m/z)
(CHONG et al., 2018). Por fim, a terceira parte consiste em um detector que tem a

capacidade de captar os sinais e gerar um espectro (WOLK; CLARK, 2018).
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O principio da técnica estad baseado na identificacdo dos microrganismos a
partir dos diferentes perfis proteicos que sao gerados (CULEBRAS, 2018). A partir da
raz8o massa/carga (m/z) gerada na EM, é formado um espectro digital caracteristico,
especifico e exclusivo para cada microrganismo, que atua de forma semelhante a uma
impressao digital (ANGELETTI, 2017).

Para a classificacdo dos organismos, os perfis proteicos sado analisados
geralmente em uma faixa que compreende de 2 a 20 kDa, regido essa que
corresponde principalmente as proteinas ribossomais (WIESER et al.,, 2012;
OVIANIO; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2021). As proteinas ribossomais, S&o
consideradas proteinas housekeeping e representam cerca de 60 a 70% do peso da
massa seca do microrganismo (NAKAMURA et al., 2017; HAN; JEONG; CHOI, 2021).

Dentro dos espectros gerados por MALDI-TOF, marcadores unicos e
especificos sdo buscados e com o auxilio do aprendizado de maquina os diferentes
perfis podem ser identificados (LEE et al., 2019). A rapidez e agilidade oferecidas pela
técnica durante a identificacao direta de amostras sanguineas, pode ser verificada em
diversos trabalhos (CHEN et al., 2021).

Em um estudo realizado por Dai et al. (2021), a utilizacdo da espectrometria
de massa do tipo MALDI-TOF foi capaz de reduzir o tempo de identificacdo de
microrganismos presentes em amostras de sangue para 20 minutos, além de
apresentar uma precisao de 87%. Outro trabalho, desenvolvido por Lo et al. (2020),
revelou que a avaliacdo de amostras sanguineas com o auxilio da EM do tipo MALDI-
TOF foi capaz de reduzir o tempo de identificacdo, bem como o tempo de inicio de
uma terapia antimicrobiana adequada.

Ja quando a técnica foi empregada em amostras de urina, foi possivel verificar
gue o tempo para a identificacdo bacteriana reduziu entre 24 a 48 horas quando
comparada aos métodos de cultivo convencionais (LEI et al., 2021).

Mais do que a identificagdo dos microrganismos, a técnica também possibilita
ampliar o entendimento e a relagdo existente entre as doencas e seus respectivos
patdgenos, uma vez que é capaz de identificar fatores de viruléncia e mecanismos de
resisténcia (KOSTRZEWA et al., 2019; TORRES-SANGIAO et al., 2021).

Atualmente, dentre os sistemas comercializados para identificacdo a partir de
espectros de massa, dois fabricantes despontam no mercado, sendo o0 sistema
alemdo Bruker Biotyper (Bruker Daltonics) e o francés Vitek MS (bioMérieux)
(KOSTRZEWA et al., 2019; COX; HARRIS, 2021). Diante desse panorama, para que
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ocorra uma identificacéo precisa a partir de EM do tipo MALDI-TOF ha a necessidade
de bancos de dados solidos e completos (NOMURA, 2015). Entretanto, um dos
maiores problemas encontrados para a identificagdo de microrganismos a partir da
técnica de EM é justamente a caréncia de bancos de dados que contemplem a grande
diversidade bacteriana (TSUCHIDA, 2018).

Além disso, a acessibilidade de produtos que envolvem inteligéncia artificial
ainda é escassa no mercado, o que dificulta a implementacdo em laboratérios de
andlises clinicas. Outra barreira é o fato de que poucos estudos tornam seus dados
publicos, dificultando assim a analise e reprodutibilidade dos ensaios (WEIS et al.,
2020; BRUYNE et al., 2020).

3.2 Identificag&o bacteriana utilizando o software Ribopeaks

A identificacdo rapida e de baixo custo séo fatores relevantes, uma vez que
estdo atrelados ao inicio de uma terapia antimicrobiana adequada, bem como a
beneficios econémicos (HAN; JEONG; CHOI, 2021).

Nesse sentido, a EM do tipo MALDI-TOF é uma ferramenta promissora, visto
que possibilita a rapida identificacédo, exercendo um papel importante tanto na reducao
das taxas de mortalidade quanto na transmissdo de infeccbes (ALIZADEH et al.,
2021).

Dentro desse contexto, o software Ribopeaks juntamente com a base de
dados PUKYU, constituem um importante instrumento para a identificacéo bacteriana,
uma vez que apresentam dados referentes a 57 tipos diferentes de proteinas
ribossomais, totalizando 28.505 registros bacterianos, 6.936 espécies e 1.949 géneros
(SILVA, 2021).

Ao utilizar o software para a identificacdo bacteriana, o usuario necessita
carregar as informacdes referentes as massas moleculares das proteinas ribossomais
gue foram obtidas a partir da analise de EM na plataforma da ferramenta, como
ilustrado na Figura 2 (TOMACHEWSKI, 2017).
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Figura 2 - Representacao da interface do software Ribopeaks
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Fonte: TOMACHEWSKI, D.; GALVAO, C. W.; DE CAMPOS JUNIOR, A.; GUIMARAES, A. M.; DA
ROCHA, J. C. F,; ETTO, R. M. Ribopeaks: a web tool for bacterial classification through m/z data from
ribosomal proteins. Bioinformatics, v. 34, n. 17, p. 3058-3060, 2018. Disponivel em:
http://www.ribopeaks.com. Acesso em: 3 abr. 2022.

Legenda: Representacéo da interface do software Ribopeaks. llustracé@o representando a interface do
software Ribopeaks, que conta com a presenca de uma caixa onde ha a possibilidade de digitar ou
colar os valores de massa/carga obtidos a partir da anélise de EM do tipo MALDI-TOF. Além disso, ha
a possibilidade de selecionar a busca de dados apenas no banco de dados das proteinas ribossomais
30S e 50S, ou no banco de dados que apresenta genomas completos, ou ainda em ambos 0s bancos.

O software desenvolvido por Tomachewski et al. (2018) foi testado com dados
de 116 microrganismos, obtidos a partir do trabalho de Ziegler et al. (2015). Ao final,
os resultados apresentaram um desempenho de identificacdo de 87,93% para nivel
de espécie e de 90,51% para o nivel de género (TOMACHEWSKI et al., 2018). Dessa
forma, o Ribopeaks se caracteriza como uma importante ferramenta de identificacéo

bacteriana.
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3.3 Espectrometria de massa e deteccédo de resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos € um fator de grande impacto tanto na
saude humana quanto no setor econdmico, sendo um perigo eminente
(FEUCHEROLLES; CAUCHIE; PENNY, 2019). De acordo com as principais agéncias
regulatérias do mundo, para o século XXI, a resisténcia aos antimicrobianos é
considerada uma das maiores ameacas para a saude global (ASLAM et al., 2021).

Os reflexos negativos da resisténcia antimicrobiana s&o visualizados na
sociedade através de uma maior morbidade e mortalidade dos pacientes, resultando
em uma necessidade maior de recursos a serem utilizados, o que por consequéncia
eleva os custos hospitalares (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI, 2016).

A persisténcia de genes de resisténcia no ambiente e o acimulo de residuos
de antimicrobianos, se deve em parte pelo uso indiscriminado desses medicamentos
nas mais diversas areas (ASLAM et al., 2021).

Dessa forma, a identificacdo rapida de um patdégeno associado ao inicio de
uma terapia antimicrobiana adequada séo pontos-chave para o controle de infec¢gbes
e nesse contexto, a EM do tipo MALDI-TOF é um importante instrumento, ja que
possibilita a identificacdo dos microrganismos (HRABAK; CHUDACKOVA;
WALKOVA, 2013). Além da identificacdio, a técnica também vem ganhando espaco
na deteccdo de resisténcia aos antimicrobianos, uma vez que 0s espectros gerados
permitem obter dados extras que possibilitam analisar a suscetibilidade antimicrobiana
(WEIS et al., 2022).

Dentre os testes utilizados para verificar a suscetibilidade antimicrobiana,
encontramos as metodologias convencionais que incluem os testes de disco difusao,
em que serd verificada a inibicAo do crescimento microbiano ao redor do disco
contendo o antibiético, e o teste de microdiluicdo, onde se avalia a concentracdo
inibitéria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento do microrganismo, além de
antibiogramas automatizados e técnicas moleculares. Entretanto, uma das principais
problematicas € o tempo demandado por tais metodologias (FEUCHEROLLES;
CAUCHIE; PENNY, 2019; VRIONI et al., 2018; BENKOVA; SOUKUP; MAREK, 2020).

Diante desse panorama, a EM do tipo MALDI-TOF vem se apresentando
como uma ferramenta extremamente importante, na rapida detecgcéo de patégenos e

na resisténcia antimicrobiana (CHEN et al., 2021).
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Para a deteccdo de resisténcia antimicrobiana, a técnica emprega quatro
diferentes metodologias:

I) Andlise de hidrolise da molécula do antimicrobiano, através de enzimas
produzidas pelas bactérias, como por exemplo, a hidrélise do anel dos B-lactamicos;

II) Identificacdo de perfis de massa especificos encontrados no espectro;

[II) Marcacao de moléculas de aminoacidos e sua detec¢ado no espectro;

IV) Avaliagdo dos perfis gerados com o crescimento do microrganismo na
presenca e na auséncia do antimicrobiano (FEUCHEROLLES; CAUCHIE; PENNY,
2019; VRIONI et al., 2018).

3.4 Resisténcia aos antimicrobianos

Os antimicrobianos sao responsaveis por um dos maiores avancos na area
médica no século XX, tendo em vista sua implementacdo no tratamento de infec¢bes
bacterianas, que vem sendo empregado ha mais de 70 anos, além de seu uso nas
mais diversas areas (UDDIN et al., 2021).

Dentro dessa classe de farmacos, trés deles marcaram o inicio da terapia
antimicrobiana: Arsfenamina (Salvarsan), Sulfonamina (Prontosil) e Penicilina. O
composto Salvarsan surgiu a partir de pesquisas desenvolvidas por Paul Erlich et al.
(1904), na tentativa de buscar um tratamento para a sifilis, até entdo tratada com
compostos altamente toxicos derivados de sais de mercurio (AMINOV, 2010). J& em
1932, pesquisadores alemées sintetizaram um corante vermelho que apresentava
eficacia contra determinadas infec¢des bacterianas em camundongos, corante esse,
gue em 1935 se tornou comercialmente disponivel com o nome de Sulfonamina
(Prontosil) (LESCH, 2007). Mas somente em 1940 iniciou-se a comercializacdo da
penicilina, uma descoberta acidental de Alexander Fleming em 1928, que ficou
conhecida como o ‘nascimento da era dos antibioticos’ (FLEMING, 1929; MOHR,
2016).

Entretanto, o uso indevido desses farmacos nos mais diversos seguimentos,
favorece a resisténcia aos antimicrobianos ao redor do mundo (MCEWEN;
COLLIGNON, 2018). Sendo Fleming, um dos primeiros a alertar sobre as possiveis
resisténcias a penicilina devido ao seu uso incorreto. Isso torna-se evidente quando
levamos em conta a diferengca entre a concentracdo inicial de penicilina, para a
comercializada ao final de 1941, inicialmente a concentracdo produzida era de 4
unidades por mL, saltando para 40 unidades por mL (AMINOV, 2010; DODDS, 2017).
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A resisténcia aos antimicrobianos é dada como a capacidade que uma
bactéria tem de resistir ao farmaco que antes possuia a capacidade de inibir seu
crescimento. Dessa forma, quando um microrganismo se torna resistente a
determinado antimicrobiano, é possivel verificar que a dose usual j& ndo € mais
suficiente, o que demanda por uma concentracdo maior do medicamento para o efeito
desejado, havendo a necessidade da implantacdo de novas estratégias para o
tratamento antimicrobiano (ZAMAN et al., 2017; RAYMOND, 2019).

A resisténcia a essa classe de medicamentos, além de estar relacionada
com questbes de saude publica, também vem se tornando uma preocupacao
econbmica. Estima-se uma queda na producao do produto interno global de 7% entre
2015 e 2050, o que corresponde a aproximadamente 210 trilhdes de dolares (DODDS,
2017).

Diversos sdo os fatores envolvidos que levam um organismo a apresentar
resisténcia aos antimicrobianos, dentre eles (UDDIN et al., 2021):

| — Desenvolvimento de resisténcia por questées naturais

Il — Mutac&o genética

Il — Transferéncia de material genético

IV — Presséo seletiva

V — Diagnastico inadequado

VI — Prescricao inadequada de antimicrobianos

VII — Automedicacao

VIII — Ambiente hospitalar inadequado

IX — Uso extensivo de antimicrobianos no agronegécio

X — Escassez de novos antimicrobianos.
3.5 Mecanismos de acdo dos antimicrobianos

Para uma boa compreensdo dos mecanismos de resisténcia apresentados
pelas bactérias, € de fundamental importdncia compreender primeiramente o0s
mecanismos pelos quais 0s antimicrobianos agem nesses microrganismos
(ABUSHAHEEN et al., 2020).

Os agentes antimicrobianos podem atuar através de cinco mecanismos
distintos (BYARUGABA, 2010):

) Inibicdo da sintese da parede celular;

II) Alteragdes das fungdes ribossomais;
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[II) Alteracdes na sintese de acidos nucleicos
IV) Alteracdes na sintese de folato

V) Inducéo da ruptura da membrana celular
3.5.1 Inibic&do da sintese da parede celular

Ao redor das bactérias encontramos camadas poliméricas de aguUcares, que
agrupados sao responsaveis pela formacédo dos polimeros, 0s quais constituem a
estrutura da parede celular (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). A parede
celular além de assegurar a estrutura bacteriana € um constituinte de extrema
importancia, ja que permite manter as condicdes ideais de pressao osmotica, e servir
como uma barreira protetora contra fatores externos (GREEN, 2002).

A formacéo dessa estrutura € mediada por duas enzimas, as transglicosidases
e transpeptidases, capazes de realizar a juncdo dos acglcares N-acetilglucosamina e
Acido N-acetilmuramico, que juntamente com as cadeias peptidicas, daréo origem ao
peptideoglicano da parede celular (REYNOLDS, 1989; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Entretanto, algumas classes de antimicrobianos, como os B-lactamicos ou
glicopeptideos, sdo capazes de desestabilizar a parede celular, tornando assim, a
célula bacteriana mais susceptivel. A primeira classe € responsavel por promover a
acilacao do sitio ativo da transpeptidase, inibindo assim a enzima responsavel pela
reticulacdo dos agucares. Ja a segunda classe, age por meio de um impedimento no
substrato da enzima, uma vez que se liga na porcao terminal D-Alanina-D-Alanina
impedindo o acesso da transpeptidase (BOCKSTAEL; AERSCHOT, 2009; JAMES et
al., 2012; BASU; BANIK, 2017; SAGAR et al., 2019).

3.5.2 Alteracdes das fungdes ribossomais

A sintese proteica € um dos elementos primordiais para o0 bom desenvolvimento
e correto funcionamento celular, processo esse, catalisado pelos ribossomos
(SCHMEING; RAMAKRISHNAN, 2009). Os ribossomos sao formados por duas
estruturas, sendo uma subunidade menor 30S e uma subunidade maior 50S,
constituidas por 21 e 36 proteinas respectivamente (BOCKSTAEL; AERSCHOT,
2009).
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Durante esse processo de biossintese de proteinas, chamado de traducéo,
existem alguns passos, como: iniciacdo, alongamento, terminacéo e reciclagem dos
ribossomos (LAURSEN et al., 2005). Todo esse mecanismo, atua como um excelente
alvo, j& que contempla diversas fases para a agdo dos antimicrobianos (WILSON et
al., 2005).

Dentre os antimicrobianos que atuam na subunidade 30S, existem aqueles que
sdo responsaveis por inibir o inicio do processo de traducao no sitio P, impedindo uma
ligacdo estavel entre o RNA transportador e o codon de iniciacdo, 0 que
consequentemente gera erros na leitura do RNA mensageiro (KAPOOR; SAIGAL;
ELONGAVAN, 2017; WILSON, 2014). Ja outros antimicrobianos, que agem na
mesma subunidade, apresentam como alvo o sitio A, sendo capazes de interferir no
alongamento da tradug&o ou na translocagéao (WILSON, 2014).

J4 o mecanismo apresentado por aqueles antimicrobianos que agem na
subunidade 50S, em sua maioria, estdo relacionados a interferéncias nas ligacdes
peptidicas, visto que suas ac¢des se concentram na enzima peptidil-transferase
(WILSON, 2014).

Dentre as classes de antimicrobianos que promovem alteracdes e a inibicao
da sintese proteica encontramos o0s aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos,
lincosamidas, estreptograminas, oxazolidinonas e o cloranfenicol, pertencente a
classe dos anfenicois (BOCKSTAEL; AERSCHOT, 2009).

3.5.3 AlteracBes na sintese de &cidos nucleicos

O espaco requerido para a compartimentalizacdo do DNA bacteriano seria
superior ao tamanho da propria bactéria caso este ndo estivesse em um tamanho
reduzido, ou seja, em um formato mais compacto (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ,
2009).

Entretanto, para que ocorra de forma correta o processo de replicacao e
transcricdo do material genético bacteriano ha a necessidade de encontrar o DNA de
uma forma menos compacta, o que é permitido devido a acdo de enzimas como a
DNA girase e a topoisomerase (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009; GOODMAN,;
GILMAN, 2011).

Dentre os farmacos que promovem alteragbes na sintese de DNA
encontramos a classe das quinolonas e fluoroquinolonas, responsaveis por bloquear

a acdo das enzimas responsaveis por promover a descompactacdo do material
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genético bacteriano, tornando assim o cromossomo bacteriano inacessivel para os
processos de sintese (PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019; KAUR et al., 2022).

Jé& a rifamicina constitui outra classe de farmacos que age bloqueando um dos
primeiros passos da expressdo génica, por meio da inibicdo da sintese de RNA, a
partir do bloqueio da enzima RNA polimerase (GOODMAN; GILMAN, 2011; MOSAEI,
ZENKIN, 2020).

3.5.4 Alteracbes na sintese de folato

O folato € um elemento essencial para a producao de bases nitrogenadas,
aminoécidos e nucleotideos, sendo assim, alteracdes na sua via metabdlica impactam
diretamente na replicacdo do DNA e como consequéncia na sobrevivéncia do
microrganismo (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009; ZHOU et al., 2013).

Dentro da via de sintese do &cido félico, as sulfonamidas e a trimetoprima sao
antimicrobianos que agem em dois passos distintos (KAPOOR; SAIGAL;
ELONGAVAN, 2017). As sulfonamidas sdo compostos sintéticos que se assemelham
ao acido para-aminobenzéico (PABA), atuando como inibidores competitivos da
enzima diidropteroato sintase, enzima essa, responsavel por uma das etapas
precursoras da formacao de &cido félico (GOODMAN; GILMAN, 2011; ZHAO et al.,
2016). Ja a trimetoprima, atua em outra etapa da via, inibindo a enzima diidrofolato
redutase (SCOCCHERA; WRIGHT, 2017).

3.5.5 Inducgéo da ruptura da membrana celular

A membrana celular externa de bactérias gram-negativas é uma estrutura
fosfolipoproteica que permite a manutencdo da integridade e das condi¢cdes internas
ideais (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; SUN et al., 2022).

A ruptura dessa estrutura leva a alteracao de sua funcéo, o que € a base para
0 mecanismo de acado de alguns antimicrobianos, como a classe das polimixinas, que
promovem a ruptura da membrana celular, através da interacao eletrostatica formada
entre a carga positiva do farmaco e a carga negativa apresentada pelo lipidio A, do
lipopolisacarideo (YIN et al., 2020; MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021).

Alteragbes na funcdo da membrana celular também podem ser verificadas
pela daptomicina, um farmaco representante da classe dos lipopeptidos, que possui

a capacidade de se ligar a membrana celular, provocar despolarizacédo através do
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efluxo de potéassio, resultando em uma perda de potencial e como consequéncia a
inviabilidade celular (BOCKSTAEL; AERSCHOT, 2009; GOODMAN; GILMAN, 2011).

3.6 Mecanismos de resisténcia

Com a introducao da terapia antimicrobiana em meados de 1900, a batalha
contra 0s microrganismos era dada por vencida, entretanto, a resisténcia a essa
classe de farmacos logo veio a tona (REYGAERT, 2018).

Por um bom periodo de tempo a resisténcia aos antimicrobianos foi
contornada com o surgimento continuo de novos antibiéticos no mercado, entretanto,
a queda no desenvolvimento de novos farmacos nos ultimos anos provocou uma
mudanca no cenario, resultando em uma prevaléncia maior de patégenos resistentes
(MARTINEZ, 2014).

A origem da resisténcia pode ser dada de formas distintas, podendo se
apresentar como uma resisténcia intrinseca, ou seja, € a forma de resisténcia inerente
ao microrganismo, antes mesmo de ser exposto ao antimicrobiano (MARTINEZ,
2014). Dentre os mecanismos encontrados na resisténcia intrinseca esta a alteracéo
de permeabilidade, presenca de bombas de efluxo e a modificagdo de alvos
(OLIVARES et al., 2013).

Outra forma de resisténcia € a adquirida, que pode ser temporaria ou
permanente, podendo ser obtida através de mutacdes no DNA cromossomal, ou por
meio da transferéncia horizontal de genes, que pode ocorrer através de trés processos
distintos: transformacéo, transducdo ou conjugacao (Figura 3) (REYGAERT, 2018;
ISKANDAR et al., 2022).
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Figura 3 - Representacdo dos mecanismos de transferéncia horizontal de genes

Tk

Genes de resisténcia f ‘.\?.
L f

Possibilidade de mobilidade de elementos

genéticos (transposons/integrons)

Transdugao

_Genoma viral
- u
- /“"'- ‘_u \
Plazmideo
Celula
Cromossomo doadora

bacteriano

Transformacio
Bactéria morta | de DNA

Conjugacao
proveniente de jugag
célula morta

——————— | 2 -\-\ \
F'Ias@ K e Plasmideo
. -
\‘ b“-" Celul
elula
E;;Zﬁ::;mo receptora

Adaptado de: NADEEM, S. F.; GOHAR, U. F.; TAHIR, S. F.; MUKHTAR, H.; PORNPUKDEEWATTANA,
S.; NUKTHAMNA, P.; ALI, A. M. M.; BAVISETTY, S. C. B.; MASSA, S. Antimicrobial resistance: more
than 70 years of war between humans and bacteria. Critical Reviews in Microbiology, v. 46, n. 5, p.
578-599, 2020. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32954887/. Acesso em: 26 fev. 2022.
Legenda: Representagdo dos mecanismos de transferéncia horizontal de genes. Esquema adaptado,
representando os mecanismos responsaveis pela transferéncia horizontal de genes, englobando os
processos de transformacéo, conjugacéo e transducao.

Entretanto, existem variagdes entre 0s mecanismos de resisténcia utilizados
por Bactérias Gram-Positivas (BGP) e Bactérias Gram-Negativas (BGN), uma vez que
BGN sao notoriamente mais resistentes que BGP e isso se deve em parte as
diferencas estruturais apresentadas por esses microrganismos (REYGAERT, 2018;
ISKANDAR et al., 2022).

As resisténcias aos antimicrobianos sédo divididas em quatro mecanismos
principais (TENOVER; MCGOWAN, 2008):

I) Alteragbes na absorgéo do farmaco

II) Modificagcdo do alvo do farmaco

l1) Inativacéo do farmaco

IV) Sistemas de efluxo
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Figura 4 - Representacdo dos mecanismos de resisténcias aos antimicrobianos

Alteragao na absorgao ?
do farmaco e /

Sintese de | y ;) Y-
lL NN [ Sinteze de
" Sintese de ‘ .__proteinas |
RNA |

Adaptado de: KAPIL, S.; KUMAR, T.; SHARMA, V. Mechanism and challenges associated with
adaptation and Evolution of drug-resistant bacteria: an overview. Asia-Pacific Journal of Molecular
Biology and Biotechnology, v. 28, n. 2, p. 1-18, 2020. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/340848721_Mechanism_and_challenges_associated_with_a
daptation_and_evolution_of_drug-resistant_bacteria_an_overview. Acesso em: 20 jan. 2021.
Legenda: Representacdo dos mecanismos de resisténcias aos antimicrobianos. Esquema adaptado,
representando 0s mecanismos responsaveis por conferir resisténcia aos antimicrobianos, englobando
0s processos de: |) Alteracdo na absorcéo do farmaco, 1) Modificacdo de alvo; Ill) Inativacao do farmaco
e IV) Sistema de efluxo.

3.6.1 Alteracfes na absorcao do farmaco

A diminuicdo na permeabilidade dos antimicrobianos se constitui como um
dos mecanismos de resisténcia, jA que a grande maioria desses farmacos necessita
penetrar o interior da célula bacteriana para exercer sua acdo (MUNITA; ARIAS,
2016).

Dentro desse contexto, existem diferencas inerentes as BGN em relagdo as
BGP, uma vez que a camada de lipopolisacarideos presente nas BGN funciona como
uma barreira, tornando-as menos permeaveis a alguns antimicrobianos, como a
vancomicina (UDDIN et al., 2021).

Outro mecanismo apresentado pelas bactérias sdo modificacdes nas porinas,
gue séo canais que possibilitam o influxo de compostos, sendo também um dos meios

pelos quais os antimicrobianos conseguem ter acesso ao interior da célula (PAGES;
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JAMES; WINTERHALTER, 2008). As modificacbes apresentadas nesses canais
podem ocorrer por meio da perda de porinas, modificacbes em seu diametro e
condutancia ou entdo por uma menor expressdao (CHRISTAKI;, MARCOU;
TOFARIDES, 2020). Os antimicrobianos mais afetados por esse tipo de resisténcia
sdo aqueles considerados hidrofilicos, sendo representados pelas tetraciclinas, -
lactamicos e fluoroquinolonas (BLAIR et al., 2015; UDDIN et al., 2021).

A diminuigcdo da expressédo de porinas ou a mudanca de sua seletividade
também afeta a entrada de moléculas polares em enterococos, sendo 0s
aminoglicosideos uma classe de farmacos que sofre a acdo desse mecanismo de
resisténcia (UDDIN et al., 2021).

Outro fator que possibilita a alteracdo de permeabilidade e protecéo contra os
agentes antimicrobianos é a producao de biofilme, que além de reduzir o acesso
desses farmacos, também reduz a acdo daqueles que atuam em processos de divisao
celular, j& que os microrganismos que se encontram envoltos por esse composto
apresentam uma reducdo no metabolismo e como consequéncia uma queda no
processo da diviséo celular (REYGAERT, 2018).

3.6.2 Modificacdo de alvo do farmaco

A alteracdo do sitio alvo dos antimicrobianos representa um importante
mecanismo de resisténcia bacteriana, tendo em vista a ampla gama de locais onde
esses farmacos podem atuar (ZHU; HUANG; YANG, 2022).

Um dos alvos de modificagéo encontrados em BGP, que afeta a classe dos [3-
lactamicos, esta relacionado ao aumento da quantidade ou entdo modificacdo do
arranjo das Proteinas Ligadoras de Penicilina, do inglés Peptide Binding Protein
(PBPs), proteinas essas que estao relacionadas a formacao da parede celular (UDDIN
et al.,, 2021). Nesse caso, as chances de que ocorram ligacbes adequadas do
antimicrobiano com o alvo sdo reduzidas tanto pelo fato de um aumento na quantidade
dessas proteinas, o que faz com que a probabilidade da ligacdo entre o antimicrobiano
e o alvo diminua, quanto pela modificacdo do arranjo do alvo, impossibilitando uma
interacdo adequada (REYGAERT, 2018).

Dentro desse contexto encontramos 0S genes MmecA, responsaveis por
conferir resisténcia bacteriana ao Staphylococcus aureus, através da producédo de
uma proteina ligadora de penicilina diferente, denominada PBP2a, a qual impede uma

ligagcdo adequada do antimicrobiano, tornando os 3-lactamicos, como as penicilinas,
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cefalosporinas e carbapenémicos, ineficazes contra esse patdogeno (BECEIRO;
TOMAS; BOU, 2013; NADEEM et al., 2020).

Assim como os [B-lactamicos, os glicopeptideos também atuam na parede
celular, entretanto, por mecanismos diferenciados, enquanto a primeira classe
interfere nas PBPs, a segunda classe causa dano nas ligacdes dos peptideoglicanos
quando se liga a porcdo D-alanina-D-alanina da parede celular (MUNITA; ARIAS,
2016).

A vancomicina, farmaco representante dos glicopeptideos, sofre resisténcia
por meio da modificacdo do seu alvo, onde 0s genes van, presentes principalmente
no grupo dos Enterococcus, possuem a capacidade de modificar a porcéo final dos
precursores de peptideoglicanos, substituindo a alanina por uma serina ou lactato,
modificacdo essa que impede a ligacdo do antimicrobiano (DHANDA et al., 2019;
NADEEM et al., 2020).

A resisténcia na modificacdo de alvo € um mecanismo que afeta também o
grupo das quinolonas, medicamentos que agem na sintese de acidos nucleicos,
inibindo a acdo das enzimas DNA girase e topoisomerase (HAWKEY, 2003). Nesse
caso, genes da familia gnr conferem protecdo as enzimas DNA girase e
topoisomerase através da ligacdo de proteinas que impedem a acdo dos
antimicrobianos (BLAIR et al., 2015).

A acdo da daptomicina, um composto pertencente a classe dos lipopeptideos,
se da através de interacfes eletrostaticas entre a carga negativa da membrana celular
e a carga positiva do farmaco apos complexo formado com moléculas de célcio
(MUNITA; ARIAS, 2016). Entretanto, mutacdes nos genes mprF, sdo capazes de
causar alteracbes na carga da membrana celular, promovendo uma repulsao
eletrostatica que interfere na acao da daptomicina (ERNST; PESCHEL, 2019).

A modificacdo do alvo também é encontrada para aqueles farmacos que agem
nas proteinas ribossomais, como os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
(NADEEM et al., 2020). Essas resisténcias geram uma reducdo na afinidade de
ligacdo entre o antimicrobiano e o alvo, podendo ser geradas a partir de trés
mecanismos distintos: mutagdes ribossdmicas, mecanismos de protecdo ribossomal
ou metilacdo da subunidade ribossomal, sendo a metilacdo desencadeada
principalmente por genes erm (REYGAERT, 2018).

As sulfonamidas e o trimetropim, farmacos inibidores das enzimas

relacionadas com a via metabdlica da sintese do acido folico, também sofrem a acéo
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da resisténcia por modificacdo do alvo (REYGAERT, 2018). Em ambos os casos a
resisténcia pode ser verificada através da producdo de enzimas que impossibilitam a
ligacdo do antimicrobiano ao farmaco (FLENSBURG; SKOLD, 1987; HUOVINEN,
1987; BURNS, 1995).

3.6.3 Inativacao do farmaco

As enzimas sado as moléculas protagonistas dos mecanismos de resisténcia
que levam em conta a inativacdo dos antimicrobianos, uma vez que possuem a
capacidade de realizar a hidrolise, ou modificagdes do farmaco por adicdo de grupos
quimicos (REYGAERT, 2018; MOHANTY; PACHPUTE; YADAV, 2021). H4 uma
diversidade muito grande de enzimas conhecidas por possuirem a capacidade de
degradar diversas classes de farmacos, como os B-lactamicos, aminoglicosideos,
fenicois e macrolideos (BLAIR et al., 2015).

Dentre essas enzimas, as B-lactamases compreendem um grupo de enzimas
gue possuem a capacidade de inibir a acdo do antimicrobiano por meio da ruptura do
anel B-lactamico (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Outra forma de inativacdo mediada por enzimas estd relacionada ao
impedimento estérico, formado na molécula do antimicrobiano, processo esse
desencadeado devido a adicdo de grupos quimicos, como acetil, fosforil ou adenilil
(BLAIR et al., 2015; REYGAERT, 2018).

3.6.4 Sistemas de efluxo

As bombas de efluxo estdo presentes na membrana citoplasmatica das
células bacterianas e apresentam a capacidade de transportar nutrientes e eliminar
substancia toxicas para a célula, constituindo assim um mecanismo de resisténcia
contra antimicrobianos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020; PULINGAM et
al., 2022).

Os genes responsaveis pela aquisicdo de bombas de efluxo podem ser tanto
intrinsecos aos microrganismos quanto adquiridos (ISKANDAR et al., 2022). Para
BGN, as bombas de efluxo se apresentam como um importante mecanismo de
resisténcia intrinseca (UDDIN et al., 2021).

A classificacdo das bombas de efluxo é baseada em diversos fatores, como

sua composicgdo, substrato utilizado, fonte de energia utilizada e niumero de regides
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transmembrana (ISKANDAR et al., 2022). Podendo ser classificadas em cinco
principais familias: superfamilia cassete de ligacdo ATP (ABC), familia de extruséo de
multidrogas e compostos toxicos (MATE), familia resisténcia-nodulacao-divisao
(RND), familia de baixa resisténcia a multidrogas (SMR) e familia dos facilitadores
principais (MFS) (NADEEM et al., 2020).
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4 JUSTIFICATIVA

A busca por metodologias rapidas, precisas e de baixo custo na identificacéo
bacteriana tem se intensificado nos ultimos tempos. Nesse sentido, a EM do tipo
MALDI-TOF atua como uma ferramenta que vem se destacando, devido ao seu bom
desempenho. Entretanto, a caréncia de banco de dados robustos e que contemplem
a grande diversidade bacteriana prejudica a identificacdo adequada e precisa dessa
técnica, o que justifica a necessidade do desenvolvimento de mais estudos nessa
area.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por finalidade construir um banco
de dados para a identificacdo de resisténcia bacteriana, na intencdo de incrementar
as informacdes fornecidas pelo Ribopeaks, um software que vem se mostrando como

um importante instrumento de identificagéo taxondmica bacteriana.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Identificacdo dos microrganismos

Para a identificagcdo dos microrganismos foi utilizado o aprendizado de
maquina do software Ribopeaks, desenvolvido por Tomachewski et al. (2018).

Para a construcdo do classificador foram utilizados dados referentes as
proteinas ribossomais (30S e 50S), obtidas a partir do repositorio GenBank (NCBI,
National Center for Biotechnology), na data de 13/06/2016. A partir dos dados de
massas moleculares (m/z) das proteinas ribossomais, o software foi capaz de
classificar e identificar bactérias (TOMACHEWSKI et al., 2018). A base de dados de
m/z utilizada pelo Ribopeaks, € a PUCHUY, desenvolvida por Silva et al. (2019), a
partir de genomas bacterianos completamente sequenciados. Essa base de dados
possibilita verificar se a auséncia de dada proteina ribossomal no espectro de massa
€ resultado da falta do gene na bactéria. Esse tipo de informacdo aumentou a
assertividade do Ribopeaks na classificacao taxondmica.

Para as analises, o software também contou com o auxilio de uma calculadora
de peptideos, que tinha por fungéo converter em pesos moleculares as sequéncias de
aminoacidos contidas em cada proteina, gerando assim o peso molecular total da
proteina (TOMACHEWSKI, 2017).

5.2 Aquisicao dos dados de resisténcia

Para a construcdo do banco de dados, foram selecionados dados referentes
as resisténcias antimicrobianas presentes na ferramenta AMRFinderPlus, um software
proposto pelo NCBI (National Center for Biotechnology) capaz de identificar genes de
resisténcia antimicrobiana utilizando anotacfes de proteinas ou as sequéncias de
nucleotideos, na data de 20/07/2021.

O software faz parte da plataforma NDARO (National Database of Antibiotic
Resistant Organisms), um compilado de dados que pertence ao repositério do NCBI.
A plataforma NDARO surgiu a partir de um plano nacional americano proposto em
2015, em parceria com as principais agéncias regulatérias do mundo, o qual visa
combater a resisténcia antimicrobiana bem como fornecer dados rapidos e acessiveis

a diversos pesquisadores do mundo.
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Os arquivos foram obtidos através do formato fasta, contendo a sequéncias
de aminoacidos, sendo que cada aminoacido apresenta uma letra correspondente: G
(Glicina ou Glicocola), A (Alanina), L (Leucina), V (Valina), | (Isoleucina), P (Prolina),
F (Fenilalanina), S (Serina), T (Treonina), C (Cisteina), Y (Tirosina), N (Asparagina),
Q (Glutamina), D (Aspartato ou Acido aspartico), E (Glutamato ou Acido glutamico), R
(Arginina), K (Lisina), H (Histidina), W (Triptofano), M (Metionina). Os arquivos
também foram selecionados quanto ao tamanho da proteina em kDa, visto que o0s
dados utilizados pela EM correspondem a uma faixa entre 2 a 20 kDa.

Juntamente com a obtencdo das sequéncias de aminoacidos dos genes
patogénicos de cada bactéria, também foi realizada a coleta de dados referentes a
resisténcia antimicrobiana, como a classe e subclasse dos antimicrobianos de
resisténcia, além da obtencdo da taxonomia segundo dominio, filo, classe, ordem,

familia, género e espécie.
5.3 Insercédo dos dados da plataforma NDARO no sistema Ribopeaks

A Plataforma NDARO, que contém informacdes sobre os genes patogénicos
bacterianos foi associado ao banco de m/z do Ribopeaks, referente as bactérias que
possuem genoma completamente sequenciados. Assim, o Ribopeaks ao classificar
taxonomicamente as bactérias baseadas no seu perfil de m/z de proteinas
ribossomais, automaticamente traz as informacdes referentes a classe e subclasse

das resisténcias aos antimicrobianos que a estirpe carrega em seu genoma.
5.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica, os dados de massa/carga (m/z) dos genes
patogénicos foram ordenados por Analise de Componentes Principais (PCA) (do
inglés Principal Component Analysis), na matriz de correlagéo no programa R (R Core
Team 2017), usando o pacote Vegan (OKSANEN et al., 2007).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos com a construcdo da base de genes de resisténcia visam
ampliar as informacdes fornecidas pelo software Ribopeaks. A base de dados obtida
a partir de dados coletados no NCBI conta com 2.576 microrganismos diferentes, 986
espécies e 329 géneros.

Originalmente, o Ribopeaks apresentava a interface mostrada na Figura 5 e
apresentava as informacgbes de 1 a 14. A partir do desenvolvimento do presente
trabalho foram inseridas as informacfes de 15 a 19. A identificacdo da bactéria
utilizando o Ribopeaks é feita da seguinte forma: Apds a insercdo dos dados de
massas moleculares no software (1), a ferramenta ira analisar os dados a partir do
banco de dados que contempla informacg@es referentes as proteinas ribossomais 30S
e 50S e do banco de dados referente aos genomas completos. O usuario também
pode ajustar o erro de tolerancia de massa em Daltons (Da), que sera permitido entre
0 pico do banco de dados do Ribopeaks e aguele apresentado pela amostra analisada
(2). Como recomendacdo, o software preconiza o valor de 3 Da, ja que testes
anteriores revelaram que esse valor possui a capacidade de evitar correspondéncias
falso-positivas e também de descartar picos positivos. Ao clicar no botdo ‘Analyse
Peaks’ (3), o software iniciarda o comando de busca dos dados no banco. Nesse
momento, também é possivel observar a quantidade de picos inseridos pelo usuério
para analise. Logo apdés o tempo estimado de analise, os resultados podem ser
visualizados. Dentre os resultados gerados, encontramos a quantidade de picos
inseridos para andlise (4), o Score (5) que indica a confianca da classificacédo
taxon6mica, a Paridade Parcial (6) que corresponde a proximidade entre os picos
encontrados na base de dados com aqueles analisados, além da Paridade Total (7)
que representa a cobertura do resultado quando comparado com o total de
informacdes presentes na base dados do Ribopeaks. O software também fornece a
taxonomia da bactéria classificada (8), o nUmero de picos encontrados na base e que
correspondem a bactéria classificada (9), o grafico de espectro virtual da bactéria
identificada (10), a proteina ribossomal presente no banco do software e que foi
utilizada para a identificagdo (11) sendo as letras L e S correspondentes a subunidade
maior (do inglés Large) e menor (do inglés Small) respectivamente. Abaixo de cada
proteina ribossomal a ferramenta também indica o valor do peso molecular do pico

(12) que foi utilizado pelo usuério para a identificagcdo, além do valor de massa da
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proteina ribossomal (13) presente no banco de dados do Ribopeaks e por fim, dentro
da classificacdo taxondémica, o software revela a Densidade da Probabilidade (14),
valor esse que revela a contribuicdo de cada pico para a pontuacgéo final.

A partir do desenvolvimento do presente trabalho, além da identificacdo, o
Ribopeaks agora apresenta dados referentes aos genes de resisténcia presentes no
genoma do microrganismo identificado. Abaixo de cada identificacdo taxondmica, o
usuario tera acesso a quantidade de genes de resisténcia (15) apresentados pelo
microrganismo identificado. Ao clicar no icone 15, o usuério tera acesso aos diferentes
genes, podendo visualizar a nomenclatura do gene (16), seu codigo de identificacédo

no NCBI (17), além da classe do antimicrobiano (18) e subclasse (18) de resisténcia.

Figura 5 - Representacéo da interface atualizada do software Ribopeaks

Welcome to Ribopeaks
@
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@ This bacterium contains 11 resistences to antibiotics v @
@ Gene: MULTISPECIES: DNA-binding response regulator partial [Streptomyces] Gene: MULTISPECIES: chloramphenicol efflux MFS transporter CmIR
NCBI gene ID: WF 105 [Streptomyces]
____Antibiotic Class: GLYCOPEPTIDE NCBI gene ID: WF 9714
Antibiotic Subclass: VANCOMYCIN Antibiotic Class: PHENICOL
Antibiotic Subclass: CHLORAMPHENICOL

Adaptado de: TOMACHEWSKI, D.; GALVAO, C. W.; DE CAMPOS JUNIOR, A.; GUIMARAES, A. M.;
DA ROCHA, J. C. F.; ETTO, R. M. Ribopeaks: a web tool for bacterial classification through m/z data
from ribosomal proteins. Bioinformatics, v. 34, n. 17, p. 3058-3060, 2018. Disponivel em:
http://www.ribopeaks.com. Acesso em: 3 abr. 2022.

Legenda: Representacdo da interface atualizada do software Ribopeaks. O software conta com os
parametros de 1 a 14, sendo referentes aqueles destinados a classificacdo bacteriana. Ja os
parametros de 15 a 19 séo utilizados para verificar a presenca de resisténcia aos antimicrobianos.

A andlise dos dados foi realizada através de uma PCA (Analise de
Componentes Principais, do inglés Principal Component Analysis), com a finalidade
de se avaliar a inter-relacdo entre as bactérias que apresentam genes de resisténcia
e as principais classes de antimicrobianos a que esses genes apresentam resisténcia,
0 que pode ser verificado na Figura 6.
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Figura 6 - Analise de resisténcias bacterianas em relacdo as classes de
antimicrobianos
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Fonte: A autora.

Legenda: Andlise de resisténcias bacterianas em relagcéo as classes de antimicrobianos. Ordenacéo
das classes de antimicrobianos baseado na presenca dos seus genes de resisténcia na base NDARO.
Os vetores apontam para a dire¢cdo em que hd aumento da variavel. O comprimento do vetor representa
a forca da correlacdo da varidvel. Somente os vetores com valores de p<0,01 apds 999 permutagBes
sdo mostrados no grafico. Os cédigos A01l, A03, A06, A08, e Al8 correspondem as classes de
antimicrobianos com maior correlacdo: B-lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas e
lincosamida respectivamente. Os cédigos A02, A04, A05, A07, A09, A10, All, Al2, Al3, Al4, Al5,
A16, A17, A19, A20, A21, A22, A23, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A30, A31, A32, A33, A34, A35,
A36, A37 e A38 correspondem aos demais antimicrobianos, sendo: amdnia quaternaria, fenicol,
trimetoprima, sulfonamida, quinolona, colistina, aminoglicosideo/quinolona, rifamicina, glicopeptideo,
fosfomicina, estreptomicina, lincosamida/macrolideo/estreptogramina, macrolideo/pleuromutilina,
lincosamida, pleuromutilina, lincosamida/estreptogramina, lipopeptideo, fenicol/quinolona, multidrogas,
isoniazida/triclosan, triclosan, aminocoumarin, policetideo, fosfomidomicina, bleomicina, bacitracina,
estreptogramina, fluoroquinolona, quinolona/triclosan, &cido fusidico, mupirocina, oxazolidinona,
fenicol/oxazolidinona e tiostreptona.

A maioria das bactérias apresentaram correlacdo significativamente positiva
(p < 0,01) com genes de resisténcia relacionados a classe dos antimicrobianos [3-
lactamicos (AO1). A classe dos B-lactamicos é caracterizada como uma das mais
relevantes utilizadas mundialmente, sendo a amoxacilina ou sua combinagcdo com
clavulanato os representantes de maior consumo na maior parte dos paises (WHO,
2018; BUSH; BRADFORD, 2016; LIMA et al., 2020; ISKANDAR et al., 2022). Isso
pode ser verificado nas figuras a seguir, que demonstram o0 consumo de
antimicrobianos nas diferentes regides do mundo considerando a Dose Diaria Definida

(DDD) por habitantes por dia.
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Em um estudo realizado por Marin et al. (2022), foi possivel verificar que nos
paises latino americanos como Argentina, Chile, Colémbia, Costa Rica e Peru a
penicilina e seus derivados sédo 0s compostos antimicrobianos de maior consumo,
sendo o Paraguai uma excecdo, uma vez que 0 grupo de antimicrobianos mais
utilizado pertence a classe dos macrolideos e lincosamidas, o que vai de encontro aos

dados apresentados pela OMS (Figura 7).

Figura 7 - Consumo de antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) no continente
Americano (2015)
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Adaptado de: WHO Report on Surveillance of Antibiotic Consumption, 2018. Consumo de
antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) no continente Americano (2015). Disponivel em:
https://www.who.int/publications/i/item/who-report-on-surveillance-of-antibiotic-consumption.  Acesso
em: 25 abr. 2022.

J4, quando se avalia o continente Europeu, um estudo desenvolvido por
Bruyndondkx et al. (2021), verificou que a classe dos antimicrobianos B-lactamicos
representou a classe de maior consumo entre o periodo de 1997 e 2017, sendo a
penicilina o antimicrobiano mais utilizado no ano de 2017, representando 42,30%,
seguido por outros B-lactamicos, que corresponderam a 11,62%. Dados esses que
corroboram com aqueles apresentados pela Organizacdo Mundial da Saude em 2015
(Figura 8).
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Figura 8 - Consumo de antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) no continente
Europeu (2015)
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Adaptado de: WHO Report on Surveillance of Antibiotic Consumption, 2018. Consumo de
antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) no continente Europeu (2015). Disponivel em:
https://www.who.int/publications/i/item/who-report-on-surveillance-of-antibiotic-consumption.  Acesso
em: 25 abr. 2022.

Devido & escassez de dados referentes ao consumo de antibidticos,
principalmente naqueles paises que apresentam uma renda mais baixa, um trabalho
desenvolvido por Browne et al. (2021), utilizou um estudo de modelagem espacial para
estimar o consumo de antibi6ticos entre o periodo de 2000 e 2018 em 204 paises. Os
dados obtidos permitiram inferir que dentre os antimicrobianos de amplo espectro, a
amoxicilina e a ampicilina sdo os representantes mais utilizados, ambos pertencentes
a classe dos B-lactdmicos. Além disso, o estudo também verificou que o maior
consumo de antimicrobianos esta no continente Europeu e na Asia Central e que
embora o Sudado represente um pais que apresenta um alto consumo de
antimicrobianos (Figura 9), as menores taxas sdo encontradas no continente Africano

(BROWNE et al., 2021).
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Figura 9 - Consumo de antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) em paises da
regido do Mediterraneo (2015)
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Adaptado de: WHO Report on Surveillance of Antibiotic Consumption, 2018. Consumo de
antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) em paises da regido do Mediterraneo (2015). Disponivel
em: https://www.who.int/publications/i/item/who-report-on-surveillance-of-antibiotic-consumption.
Acesso em: 25 abr. 2022.

Grandes contrastes no consumo de antimicrobianos também podem ser
verificados quando se comparam alguns paises vizinhos, como por exemplo a
Mongodlia, que apresentam um alto consumo, superando as taxas apresentadas pela
China que foram de 10% do consumo global de antimicrobianos. Ja em contrapartida,
Filipinas apresentou taxas relativamente mais baixas que seus vizinhos como Vietna,
Tailandia e Malasia (BROWNE et al., 2021).
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Figura 10 - Consumo de antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) em paises da
regido do Pacifico Ocidental (2015)
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Adaptado de: WHO Report on Surveillance of Antibiotic Consumption, 2018. Consumo de
antimicrobianos (DDD por habitantes por dia) em paises da regido do Pacifico Ocidental (2015).
Disponivel em: https://www.who.int/publications/i/item/who-report-on-surveillance-of-antibiotic-
consumption. Acesso em: 25 abr. 2022.

Devido ao uso extensivo de antimicrobianos (3-lactamicos ha mais de 70 anos,
€ possivel verificar um aumento expressivo na quantidade de enzimas B-lactamases,
as quais sdo responsaveis pela degradacdo do farmaco e constituem o principal
mecanismo de resisténcia a essa classe (BUSH; BRADFORD, 2020). Além das
enzimas [-lactamases, mais trés mecanismos Sao responsaveis por conferir
resisténcia contra os 3-lactamicos: a modificagéo de canais de porinas que dificultam
a entrada do farmaco, producdo de PBPs e proteinas responsaveis pelo efluxo
(FISHER; MEROUEH; MOBASHERY, 2005).

Também é possivel verificar na Tabela 1, que a resisténcia aos B-lactamicos
engloba em sua maioria BGN. Nas BGN, as enzimas B-lactamases sdo responsaveis
pelo principal mecanismos de resisténcia encontrados nesses microrganismos
(BUSH, 2018; KAPIL, S.; KUMAR, T.; SHARMA, V, 2020).
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Tabela 1 - Relacdo da analise de resisténcias bacterianas em relacao a classe dos -
lactamicos com correlagéo de 1% de significancia

Bactéria r? PC1 PC2 Gram
Acinetobacter baumannii 0.9634 ik -0.99873 0.05038 BGN
Acinetobacter pittii 0.9847 o -0.99998 0.00656 BGN
Acinetobacter sp. ACNIH2 0.5911 i -0.97237 0.23344 BGN
Bacillus paralicheniformis 0.5118 o -0.99475 0.10236 BGP
Bacillus thuringiensis 0.5118 ki -0.99475 0.10236 BGP
Burkholderia oklahomensis 0.5911 ok -0.97237 0.23344 BGN
Burkholderia pseudomallei 0.8589 b -0.99472 0.10261 BGN
Citrobacter freundii 0.9043 rkk -0.99441 0.10563 BGN
Elizabethkingia anophelis 0.9980 ki -0.99979 -0.02070 BGN
Enterobacter cloacae 0.9052 ki -0.99886 0.04765 BGN
Klebsiella michiganensis 0.5911 ki -0.97237 0.23344 BGN
Klebsiella oxytoca 0.9610 ki -0.99886 -0.04769 BGN
Klebsiella quasipneumoniae 0.7213 kk -0.99635 0.08531 BGN
Legionella pneumophila subsp. pneumophila 0.5911 ** -0.97237 0.23344 BGN
Morganella morganii 0.8032 ** -0.99826 -0.05902 BGN
Mycobacterium tuberculosis 0.4351 ** -0.93551 0.35330 BGP
Mycolicibacterium smegmatis 0.9427 ok -0.87119 0.49094 BGP
Myroides odoratimimus 0.9476 i -0.91866 0.39505 BGN
Proteus mirabilis 0.9427 ok -0.87119 0.49094 BGN
Pseudomonas aeruginosa 0.9577 ki -0.99885 0.04794 BGN
Streptococcus pneumoniae 0.8160 ki -0.96890 0.24745 BGP
Vibrio parahaemolyticus 0.9823 ** -0.99336 0.11502 BGN

Fonte: A autora.

Legenda: A tabela ilustra a analise de resisténcias bacterianas em relacéo a classe dos antimicrobianos
B-lactamicos, considerando um p<0,01. Onde r2 corresponde a forca de correlacdo existente entre a
bactéria em relacdo a classe do antimicrobiano, onde, quanto mais préoximo ao valor de 1, maior sera
a forca de correlacdo do microrganismo em questdo. BGN e BGP correspondem a Bactéria Gram-
Negativa e Bactéria Gram-Positiva, respectivamente. Os simbolos utilizados estéo relacionados aos
valores de significancia, sendo: *** significancia entre 0 e 0,001 e ** significancia entre 0,001 e 0,01.

Além da resisténcia apresentada contra a classe dos antimicrobianos [3-
lactamicos, também foi possivel verificar na analise de PCA (Figura 6), que algumas
bactérias apresentaram uma correla¢cdo maior com as classes de antimicrobianos que
inibem a sintese proteica, como as tetraciclinas (A08), aminoglicosideos (A03),
macrolideos (A06) e lincosamidas (A018). Dentre esses microrganismos que
apresentaram uma correlacdo com antimicrobianos inibidores da sintese proteica,

todos se enquadram como BGP (Tabela 2).
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Tabela 2 - Relacdo da andlise de resisténcias bacterianas em relacdo aos
antimicrobianos inibidores de sintese proteica com correlagdo de 1% de significancia

Bactéria r’ PC1 PC2 Gram

Bacillus subtilis subsp. subtilis 0.3770 * 0.02765 0.99962 BGP
Clostridioides difficile 0.7267 * -0.38762 0.92182 BGP
Streptococcus agalactiae 0.8243 ik -0.40646 0.91367 BGP
Streptococcus gallolyticus 0.5917 *k 0.01647 0.99986 BGP
Streptococcus suis 0.6908 *k 0.02748 0.99962 BGP
Trueperella pyogenes 0.8208 ** 0.01595 0.99987 BGP

Fonte: A autora.

Legenda: A tabela ilustra a analise de resisténcias bacterianas em relacéo a classe dos antimicrobianos
inibidores de sintese proteica, considerando um p<0,01. Onde r2 corresponde a forca de correlagédo
existente entre a bactéria em relacédo a classe do antimicrobiano, onde, quanto mais proximo ao valor
de 1, maior sera a for¢ca de correlacdo do microrganismo em questdo. BGP corresponde a Bactéria
Gram-Positiva. Os simbolos utilizados estdo relacionados aos valores de significancia, sendo: “***
significancia entre 0 e 0,001 e ** significancia entre 0,001 e 0,01.

Estima-se que dentre os microrganismos patogénicos, 70% apresentam
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano (ECONOMOU; GOUSIA, 2015; UDDIN et
al., 2021). Quando avaliada a base de dados PUKYU foi possivel verificar que 30%
dos microrganismos apresentam pelo menos um gene de resisténcia.

A EM do tipo MALDI-TOF é uma ferramenta promissora para a identificacao
bacteriana e com grande potencial para a identificacdo de bactérias que sao
consideradas patdgenos raros de infeccdes em humanos (SENG et al.,, 2013).
Entretanto, a identificacdo dessas bactérias depende de bases de dados robustas e
que contemplem uma ampla gama de microrganismos (NOMURA, 2015; HEATON;
PATEL, 2018).

Dentre os principais sistemas comercializados atualmente para a identificacdo
de microrganismos através da EM, encontramos o Bruker Biotyper e Vitek MS, ambos
atuam de forma eficaz na identificagdo de microrganismos comumente encontrados
em rotinas de laboratério (RYCHERT, 2019). Entretanto, esses sistemas podem
apresentar dificuldade em realizar a identificacdo correta ao se deparar com
patogenos considerados incomuns em casos de infec¢dées em humanos (PARK; KIM;
PARK, 2022).

Como por exemplo, o caso relatado no trabalho de Park et al. (2022), sobre o
primeiro caso de infeccdo por Azorhizobium caulinodans em um paciente
imunocomprometido. A. caulinodans é uma bactéria do solo que em associa¢cdo com

as plantas € capaz de atuar na promoc¢édo do crescimento vegetal, auxiliando no



46

suprimento de nitrogénio, ndo havendo até entéo relatos anteriores de infeccdo em
humanos (LING et al., 2016; PARK; KIM; PARK, 2022).

Para a identificag@o de A. caulinodans o trabalho verificou que ao contrario do
Ribopeaks, o sistema comercial Bruker Biotyper ndo apresentou éxito na identificacao.
Nesse contexto, o Ribopeaks mostrou-se como um importante instrumento de
identificacdo bacteriana, uma vez que sua base de dados abrangente foi capaz de
identificar de forma assertiva A. caulinodans corroborando com o resultado
apresentado pela técnica molecular 16S rRNA (PARK; KIM; PARK, 2022).



a7

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que aprimoramento do software Ribopeaks
com as informagdes contidas na base NDARO, forneceu dados importantes além da
identificacdo taxondmica, uma vez que O usuario possui acesso a informacdes
referentes as possiveis resisténcias aos diferentes antimicrobianos. Informacdes
essas que podem direcionar com antecedéncia a escolha de um tratamento mais
adequado, optando por classes e subclasses de antimicrobianos que n&o estejam
contempladas nas resisténcias. Entretanto, ndo se exclui a necessidade de testes

complementares, como por exemplo antibiogramas.

Os dados obtidos com a analise de PCA também sugerem que a maior
correlacdo existente entre os genes de resisténcia e as classes de antimicrobianos
estd presente na classe dos farmacos f-lactamicos, seguida por aqueles
medicamentos que atuam na sintese proteica, como as tetraciclinas,

aminoglicosideos, macrolideos e as lincosamidas.
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