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RESUMO

Nas ultimas décadas, a disseminacéo de bactérias patogénicas e
resistentes, tornou-se uma preocupacdo a nivel mundial. As
metodologias fenotipicas e moleculares tradicionais sé&o
laboriosas, requerem muito treinamento técnico e possuem altos
custos. O sistema MALDI-TOF/MS, metodologia emergente da
espectrometria de massas aplicada a microbiologia, é utilizado
na rotina como método de identificacdo por inoculagéo direta de
bactérias e mostrou-se promissor na determinacao precoce da
relacdo epidemioldgica de isolados. Os Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina (MRS) e Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) sdo importantes patégenos oportunistas que
causam Infec¢des Relacionadas & Assisténcia a Saude (IRAS).
Assim sendo, o nosso trabalho tem como objetivo analisar
biomarcadores proteicos para estudos de identificacdo,
resisténcia e variabilidade de isolados de MRS e VRE. Os
isolados sdo provenientes do Hospital Universitario (HU/UFSC,
Florianépolis/SC, Brasil), coletados entre abril de 2015 e marco
de 2016 de pacientes, profissionais da saude, e ambiente
hospitalar de cinco alas do hospital: Emergéncia (EMG), Unidade
de Terapia Intensiva (UTI), Centro Cirargico (CCR), Clinica
Médica | (CMI) e Clinica Cirurgica | (CRI). Das 1.759 amostras
coletadas, foram isolados 17 VRE e 72 MRS. Desses, catorze
foram identificados como S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e quinze como E. faecium resistentes a vancomicina.
Nossos resultados apontam que o protocolo de MALDI-TOF
validado neste trabalho para andlises microbiol6gicas mostrou
poder discriminatério para identificacdo dos isolados a nivel de
género, tanto para VRE quanto para MRS, analisando-se
proteinas na faixa de 2.000 a 20.000 Da. Para Staphylococcus
spp., 0s biomarcadores proteicos identificados permitiram uma
analise robusta para identificacdo das espécies, mas nao
mostraram poder discriminatorio suficiente para analises de
marcadores de resisténcia a oxacilina e vancomicina ou de
variabilidade e clonalidade. Para a identificacdo dos
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) foram encontrados



guatro picos exclusivos para S. sciuri resistentes a oxacilina
(MRSCi), quatro para S. haemolyticus resistentes a oxacilina
(MRSH) e dezessete para S. warneri resistentes a oxacilina
(MRSW). Na tentativa de diferenciar MRSA dos MSSA, foram
obtidos nove picos com especificidade e sensibilidade
consideraveis, mas somente dois, m/z 2302+2 Da e 307312 Da
possuem valores relevantes da area sob a curva (AUC) para
futuras pesquisas. No caso do VRE, o pico m/z 4430+3 Da foi
comum para todas as amostras, entretanto ndo foi possivel
identificar picos comuns para identificacdo das espécies nem
para estudos de prospeccdo de resisténcia bacteriana.
Finalmente, apesar de bem estabelecido para identificagdo
bacteriana, nossos dados sugerem cautela na interpretacao dos
resultados de MALDI-TOF/MS para estudos de resisténcia e
variabilidade até que modelos computacionais estejam bem
validados.

Palavras-chave: MALDI-TOF/MS;  Staphylococcus  spp.
resistentes a meticilina (MRS); Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA); Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE); Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a

Saude (IRAS).



ABSTRACT

Within the last decade, the characterization of pathogenic and
resistant bacteria has become a worldwide concern. The
conventional microbiology and molecular biology methods are
time-consuming, require technical skills training and are costly.
Matrix-assisted laser-desorption-ionization-time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS), an emerging methodology of
mass spectrometry applied to microbiology, is a method routinely
used for bacterial identification using a whole cell of bacteria and
has shown promise in the prompt determination of
epidemiological relatedness of clinical isolates. Methicillin-
resistant Staphylococcus spp. (MRS) and vancomycin-resistant
Enterococci (VRE) are important opportunistic pathogens that
cause Healthcare-associated Infections (HAI). The aim of this
study was to analyze protein biomarkers for bacterial
identification, resistance and variability of MRS and VRE isolates
compared to standard strains and control strains. The isolates
were collected from the University Hospital (HU/UFSC,
Florianépolis/SC, Brazil), between April 2015 and March 2016
from patients, health workers and the hospital environment of five
hospital units: Emergency Department (ED), Intensive Care Unit
(ICV), Surgical Center (SC), Medical Clinical Unit (MCU) and
Surgical Clinical Unit (SCU). From the 1,759 samples that were
obtained, 17 VRE and 72 MRS were isolated. Among then,
fourteen were identified as methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) and seventeen as vancomycin-resistant
Enterococcus faecium. Here we show that the MALDI-TOF
protocol validated in the study conditions for microbiological
analysis showed discriminatory power for the identification of the
isolates at the genus level, for both VRE and MRS, analyzing
proteins in the range of 2,000 to 20,000 Da. The identified protein
biomarkers to Staphylococcus spp. allowed a robust analysis for
species identification. However, they did not show sufficient
discriminatory power for analyzes of oxacillin and vancomycin
resistance markers or of variability and clonality. For the
identification of coagulase-negative staphylococci (CoNS), four
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unique peaks were found for methicillin-resistant S. sciuri
(MRSCi), four for methicillin-resistant S. haemolyticus (MRSH)
and seventeen for methicillin-resistant S. warneri (MRSW). In an
attempt to differentiate MRSA from MSSA, nine peaks with
considerable specificity and sensitivity were obtained, but only
two, m/z 23022 and 3073+2 have relevant area under the curve
(AUC) values for future research. In the case of VRE, the peak
m/z 4430+3 was common for all samples; however it was not
possible to identify common peaks for identification of the species
or for prospective studies of bacterial resistance. Finally, although
well established for bacterial identification, our data suggest
caution in the interpretation of MALDI-TOF/MS results for studies
of resistance and variability until computational models are well
validated.

Keywords: MALDI-TOF MS; Methicillin-resistant Staphylococcus
spp. (MRS); Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA);
Vancomycin-resistant Enterococci (VRE); Healthcare-associated
Infections (HAI).



11

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: TRANSMISSAO DE STAPHYLOCOCCUS SPP. RESISTENTES

AOS ANTIBIOTICOS. ivuiivniirneeteetierterrneereteetestaeetereneranresneenierneenns 38
FIGURA 2: DISTRBUCAO DAS AMOSTRAS COLETADAS ENTRE ABRIL DE
2015 EMARCO DE 2016 PORALAS DO HU/UFSC. N=1.745 .......... 44
FIGURA 3: FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO ESTUDO.
................................................................................................. 45
FiGUrRA 4: ESQUEMA DA TECNICA DE MALDI-TOF/MS PARA ANALISE
MICROBIANA UTILIZANDO O METODO DIRETO. ...uvivniineiineereenrennanns 50
FIGURA 5: REPRESENTACAO DO PROCESSO DE SOBREPOSICAO DE
ESPECTROS NO PROGRAMA MASS-UP. ... 52
FIGURA 6: DISTRBUCAO ESPACIAL DOS ISOLADOS DE MRS E VRE
107 =N = T07:Y 5T 1= TN 56

FIGURA 7: DENDOGRAMA RESULTANTE DA ANALISE DE AGRUPAMENTO
HERARQUICO ENTRE AS CEPAS-PADRAO DE DIFERENTES ESPECES
PORMALDI-TOF . ... 64
FIGURA 8: ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL (PCA) DAS CEPAS-
PADRAO E CEPAS-CONTROLE DE STAPHYLOCOCCUS  AUREUS

RESISTENTES A METICILINA ©..ivteiiiteeetee e ee et e eeeeeeaeeeaeesaneeeaneens 67
FIGURA 9: DENDOGRAMA DE 33 ISOLADOS MRS IDENTIFICADOS PELO
SEQUENCIAMENTO 16S RRNA. ... 69
FiGUrRA 10: DENDOGRAMA DOS ISOLADOS DE MRS COM ESPECIE
DESCONHECIDA .1t ttuttteteteeetesetesetaeseraesetaesiesesnesaesaesnerees 72

FiIGurRa 11: ESPECTRO REPRESENTATIVO DO PICO M/z 6888+3 EM
MSSA, MRSA E HVISA. ... 73

FIGURA 12: DENDOGRAMA RESULTANTE DA  ANALISE DE
AGRUPAMENTO HIEERARQUICO ENTRE AS CEPAS-CONTROLE DE MRSA
E HVISAPORMALDI-TOF ..., 75
FiGUrRA 13: DENDOGRAMA DA ANALISE DE AGRUPAMENTO DOS
ESPECTROS DAS CEPAS E ISOLADOS DE S. AUREUS E

REPRESENTACAO EM GEL VIRTUAL DAS AMOSTRAS MRSA. ............ 80
FIGURA 14: DENDOGRAMA DE CEPAS-CONTROLE DE MRSA E
ISOLADOS MRSA CcOM 0O PROGRAMA CLINPROTOOLS. .......cvvveneeen. 83

Ficura 15: CurRvAS COR DOS NOVE PICOS CANDIDATOS A
BIOMA RCADORES DE RESISTENCIA. uuiuuitnieeieieieeeieeeseeneeneeneenns 86



12

FIGURA 16: ESPECTROS DE MASSAS E DENDOGRAMA OBTIDOS PARA O
GENERO ENTEROCOCCUS SPP. ..uiviiiieieieieieieeeieieeeeet e ee e eeeneenas 88



13

LISTA DE TABELAS

TABELA 1: CEPAS-PADRAO E CEPAS-CONTROLE UTILIZADAS NO
IS U 5T TP 42
TABELA 2. INTERPRETAGAO DO TESTE DE SENSBILIDADE A
CEFOXITINA SEGUNDO O CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE (2016). ceevvviiiieeeeeeeeeie e e e e e e e e e e e e e 46
TABELA 3: ISOLADOS HOSPTALARES DE MRS IDENTIFICADOS (N=72)
................................................................................................. 58
TABELA 4: ISOLADOS HOSPITALARES DE VRE OBTIDOS NESTE ESTUDO

TABELA 5: IDENTIFICACGAO  DE  BIOMARCADORES  PROTEICOS
DESCRITOS POR SAUGET ET AL. (2017) NAS CEPAS-CONTROLE DE
MRSA E NOS ISOLADOS HOSPITALARES MRSA 1-9.......ccviiieennnn. 78



14

LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: ANALISES ESTATISTICAS DO PROGRAMA CLINPROTOOLS

DOS 20 PICOS DE INTERESSE DAS CEPAS-PADRAO. .....cevveviinienennen. 66
QUADRO 2: PICOS COMUNS AOS AGRUPAMENTOS POR ESPECEE DE
SCoON EDISTRIBUICAO ESPACIAL E TEMPORAL DOS ISOLADOS. ....... 70

QUADRO 3. DBIOMARCADORES PROTEICOS ENCONTRADOS  NOS
PRINCIPAIS COMPLEXOS CLONAIS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS. ..77
QUADRO 4: ANALISES ESTATISTICAS DO PROGRAMA CLINPROTOOLS
DOS NOVE PICOS DE INTERESSE PARA DIFERENCIAR ISOLADOS DE S.
AUREUS SENSIVEIS E RESISTENTES A METICILINA. ivvvivniiineiineirneennns 84
QuAaDRO 5: PESQUISA DOS POTENCIAIS BIOMARCADORES DE
RESISTENCIA NOS ISOLADOS. ..vuivuitnieietieietaeaieteesieeeneeneeneeneeneenens 85



15

LISTA DELISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AUC - do inglés area under the ROC curve.

Ave - arealintensidade do pico para a classe.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

ATCC - do inglés American Type Culture Collection.

BHI - do inglés Brain Heart Infusion.

CC - complexo clonal, do inglés clonal complex.

CCR - Centro Cirargico.

CCIH - Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar.

ccr - do inglés Cassete Chromossome Recombinases.

CDC - do inglés Centers of Disease Control and Prevention.
CEB - do inglés Hungarian/Brazilian Endemic Clone.

CHCA - acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico.

CIM - concentragédo inibitdria minima.

CLSI - do inglés Clinical and Laboratory Standards. Institute
CEBIME - Laboratorio Central de Biologia Molecular Estrutural.
CMI - Clinica médica |.

COR - Caracteristica de Operacédo do Receptor.

Cq - Ciclo de quantificacéo.

CRI - Clinica ciruargica I.

CV - coeficiente de variagao.

DNA - &cido desoxirribonucleico.

DNAse - teste da desoxirribonuclease.

ECDC - Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doencas.
EMG — Emergéncia.

EMRSA-15 — do inglés Epidemic MRSA-15.

EMRSA-16 — do inglés Epidemic MRSA-16.

HAIMP- do inglés Healthcare Associated Infections Microbiome
Project.

HU/UFSC - Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago
da Universidade Federal de Santa Catarina.

hVISA - S. aureus com heterorresisténcia intermediaria a
vancomicina.

IRAS - InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude.
MALDI-TOF/MS-do inglés Matrix Associated Laser Desorption -
lonization - Time of Flight.



16

MDR - multidroga-resisténcia.

MIMA - Laboratério de Microbiologia Molecular Aplicada.

MLVA — do inglés Multiple-locus variable-number tandem repeat
analysis.

MLST - tipagem de sequéncias multilocus, do inglés Multilocus
sequence typing.

MRS - Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, do inglés
Methicillin-resistant Staphylococcus spp.

MRSA/ORSA -  Staphylococcus aureus resistente a
meticilina/oxacilina.

MRSC - Staphylococcus capitis resistentes a meticilina.

MRSCi - Staphylococcus sciuri resistentes a meticilina.

MRSE - Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina.
MRSH - Staphylococcus haemolyticus resistentes a meticilina.
MRSS - Staphylococcus saprophyticus resistentes a meticilina.
MSSA - S. aureus sensivel & meticilina.

MSSCi - Staphylococcus sciuri sensivel a meticilina.

Mu 3 - Staphylococcus aureus ATCC 700.698.

Mu 50 - Staphylococcus aureus ATCC 700.699.

NCBI — do inglés National Center for Biotechnology Information.
NYJ — do inglés New York/Japan.

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude.

OS-MRSA- Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina que
possuem 0 gene mecA, do inglés oxacillin-susceptible mecA-
positive S.aureus.

OXA - oxacilina.

PAD - valor de p do teste de Anderson-Darling.

PC — do inglés Pediatric Clone.

PBP - proteina ligadora de penicilina, do inglés Penicillin binding
protein.

PCA - analise de componentes principais.

PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction.

PFGE - do inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis.

PTTA - valor de p do teste ANOVA.

PWKW - valor p de Wilcoxon/Kruskal/Wallis.

gPCR - PCR em tempo real, PCR quantitativa.

R — refere-se as replicatas.

rep-PCR - do inglés Repetitive element sequence-based
Polymerase Chain Reaction.

RFLP - do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism.



17

rRNA - do inglés Ribosomal ribonucleic acid.

SCCmec - do inglés Staphylococcal Cassette Chromossome
mec.

SCoN - Staphylococcus coagulase negativa.

SD -- do inglés standart desviation.

spa - do inglés Staphylococcal protein A.

ST - tipo de sequéncia, do inglés sequence type.

SVM — modelo matematico, do inglés Support Vector Machines.
TSB — meio liquido, do inglés Trypticase Soy Broth.

VISA - S. aureus com resisténcia intermediaria & vancomicina.
VNTR - do inglés Multiple-locus variable-number tandem-repeat.
VRE - Enterococo resistente a vancomicina, do inglés
Vancomycin-resistant Enterococci.

VRSA - S.aureus resistente a vancomicina.



18



19

SUMARIO
1 INTRODUCAOQO E JUSTIFICATIVA oottt 21
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 25
2.1 O GENERO STAPHYLOCOCCUS ...uiivviitieiterteerneitneersrneernennnns 25
2.1.1 CARACTERISTICAS GERAIS ...iivuiiteiieetieeteereiteeeeiesrennnns 25
2.1.2 PRINCIPAIS ASPECTOS DA RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS ...euiitniiineiteiteeteerteere e ete et e et r e saneraeeaeeneeans 27
2.2 O GENERO ENTEROCOCCUS ...iivuiiiiiiieiiieieeieeieeeei e eaaas 30
2.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS ...iivuiitiitieiiieiieeieeieeeeiesieeinns 30
2.2.2 PRINCIPAIS ASPECTOS DA RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS ..eieuitiiiiiteeteteeet et et et ee s teeteeeaeeeneaerneaaenenanns 31
2.3 INFECGCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS) 32
2.4 TIPAGEM BACTERIANA ..ottt e e et et e e e aeans 35
2.5 EPIDEMIOLOGIA .uivuiitieiteetieetiesteeseetietiseteetaestaestessnessneesnns 38
OBJETIVOS L.ttt ettt ieeiee 41
2.6 OBJIETIVO GERAL c.eutiiiiiiieit e iee et eee et e et e et e eaeeaneeanns 41
2.7 OBJIETIVOS ESPECIFICOS....cceuiitiiiieiiieieeeeer et ereereeanas 41
3 METODOLOGIA ettt 42
3.1 CEPAS EISOLADOS BACTERIANOS.....civuiiineiteinieinierneernennnns 42
3.1.1 CEPAS-PADRAO E CEPAS-CONTROLE ......ctviinieinierneeineeinnes 42
3.1.2 ISOLADOS HOSPITALARES ....cituiitiitieeieieeieeeeneeaaeenaeenens 42
3.2 FLUXOGRAMA DO ESTUDO ..cvuivniiineineinieenieineeisaeeseeneenens 45
3.3 TRIAGEM DE STAPHYLOCOCCUS SPP  RESISTENTES A
METICIL INA Lttt ettt ee et et e e et et e et e e ea e eaeseaesaenenetaenenreneneenss 45
3.4 TRIAGEM E IDENTIFICAGAO FENOTIPICA PRESUNTIVA  DE
ENTEROCOCCUS RESISTENTE A VANCOMICINA ...ucvviiiiiiieieeieannn, 46
3.5 METODOS GENOTIPICOS. ..iuuiiiiiiiieiieieeiieie e eneenes 47
3.5.1 EXTRACAODEDNA ... 47
3.5.2 SEQUENCIAMENTO .uivuiiniiniiniiniineeneeneeeeneteeseeaeeaeeseesaenaeanas 47
3.5.3 DETECCAO DO GENE MECA, VANAEVANB ........ccoovivivieinnns 48
3.6 PADRONIZACAO DA METODOLOGIA DE MALDI-TOF/MS PARA
ANALISE DASCEPASDEMRS EVRE ..., 49
3.6.1 PREPARO DASAMOSTRAS ..uiituiiteitieeniitieteeteeeenieeniesnens 49
3.6.2 AQUISICAO DOS ESPECTROS EANALISE DE DADOS ............. 50
3.6.3 ANALISE DOS DADOS ...ucctuiitieniieneiieitieetietieeniesneesessneennns 52

4 RESULTADOS EDISCUSSAO ...ooooviiiiiiiiiiiiiieiein, 55




20

4.1 IDENTIFICACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DAS AMOSTRAS....55
4.1.1 STAPHYLOCOCCUS SPP. RESISTENTES A METICILINA (MRS) 56
4.1.2 ENTEROCOCCUS SPP. RESISTENTES A VANCOMICINA (VRE) 61

4.2 MALDI-TOF/MS...... e 63
4.2.1 MALDI-TOF PARA IDENTIFICACAO INTERESPECIFICA .......... 63
4.2.2 MALDI-TOF PARA IDENTIFICACAO INTRAESPECIFICA .......... 67
4.2.3 MALDI-TOF PARA ESTUDOS DE VARIABILIDADE.........c.u.uve.s 74
4.2.4 MALDI-TOF PARA ANALISE DE MARCADORES DE RESISTENCIA
79
4.25 MALDI-TOF PARA ANALISE GLOBAL DAS CEPAS E ISOLADOS
DE ENTEROCOCCUS SPP RESISTENTES A VANCOMICINA (VRE) ....... 87
5 CONCLUSOES it 91
6 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS ...occvnneee... 93

REFEREN CIAS ittt ettt ettt et teeseseteeeseseeeeeaissseeeasisseees 95




21

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)
ou Infecgbes Hospitalares, sdo reconhecidas pelas autoridades
nacionais e internacionais, como um problema de saude publica
que necessita de programas eficientes de controle (ANVISA,
2013). No Brasil, a prevaléncia de cocos Gram-positivos
multirresistentes  aos  antimicrobianos esta aumentando
(PADOVEZE; FORTALEZA, 2014); entretanto, paises
desenvolvidos como Estados Unidos e paises da unido europeia,
estdo mostrando uma reducdo nas taxas de bacteremias
causadas por Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina/oxacilina (MRSA/ORSA) e nas percentagens de
isolados invasivos de MRSA entre 2011 e 2014 (ECDC, 2015;
WHO, 20186).

Dois dos principais géneros envolvidos em IRAS,
Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) e Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE), sdo de grande importancia
epidemiolégica. Nos Udltimos anos, estudos mostraram uma
prevaléncia de MRSA de 6-10% e de VRE de 0,4-2,7% em
ambiente hospitalar de paises europeus e asiaticos (BALKHAIR
et al.,, 2014; HEUDORF et al.,, 2014; HOGARDT et al., 2015).
Além disso, estudos de vigilAncia realizados na China tém
demonstrado uma alta taxa de resisténcia & oxacilina (75-85%)
em isolados de Staphylococcus coagulase negativos (SCoN)
(ZHANG et al.,, 2015). Enterococcus spp. resistente a
vancomicina foi isolado pela primera vez no Brasil em 1996, no
estado de Paranid. Apdés isso foram descritos VRE
multirresistentes em varios hospitais brasileiros, mas ha poucos
estudos sobre a prevaléncia de uma espécie especifica e da
descricdo do tipo de gene de resisténcia presente por estado.
Além disso ndo ha relatos de Enterococcus faecium vanA
positivos em Santa Catarina (DALLA COSTA et al.,, 1998;
CAMARGO et al., 2004; RIBAS et al., 2007; CONCEIQAO et al.,
2010; DA SILVA et al, 2012; CORREA et al, 2015;
SACRAMENTO, 2015). Neste contexto, o uso de metodologias
rapidas e simples para o diagndstico, estudo e monitoramento
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desses patdégenos devem ser considerados, ja que tem um
impacto na sobrevida do paciente.

A espectrometria de massas por ionizacdo/desorcao de
laser assistida por matriz com deteccdo do tempo de vbo -
MALDI-TOF/MS, do inglés Matrix Associated Laser Desorption -
lonization - Time of Flight, metodologia emergente da
espectrometria de massas aplicada a microbiologia, tem sido
amplamente utilizado e estudado na area microbioldgica nas
Gltimas décadas por ser um método répido, de baixo custo e
confidvel para a identificac@o bacteriana. Destaca-se entre as
limitacbes da tecnologia emergente, o custo inicial para a compra
do equipamento e o déficit de um sistema padronizado para
avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos. Outras
metodologias convencionais, como as bioquimicas ou
imunolégicas, requerem mais tempo e, frequentemente, sdo mais
caras. Mesmo comparando com as técnicas moleculares, vemos
gue essas necessitam de mais treinamento e capacitacéo técnica
e na maioria dos casos 0 custo é elevado (SINGHAL et al.,
2015).

O sistema MALDI-TOF/MS consiste basicamente na
vaporizacdo e ionizacdo de varias moléculas do material
biolégico por meio de um laser de nitrogénio que é colocado
junto com uma matriz polimérica em uma placa. Logo, essas
moléculas ionizadas sdo aspiradas pelo tubo de vacuo e
direcionadas ao detector onde séo gerados graficos especificos
dependo da molécula e do tempo de chegada ao detector
(PASTERNAK, 2012).

Para o diagndstico microbiolégico por MALDI-TOF/MS,
pode ser utilizado um protocolo de inoculagédo direta da col6nia
bacteriana, no qual o microrganismo é inoculado diretamente na
placa sem etapas prévias de extracdo de proteinas, e
comparacgdo dos espectros obtidos com uma base de dados de
referéncia, esta estabelecido como um método robusto que vem
sendo cada vez mais aplicado na rotina dos laboratérios de
microbiologia (ANGELETTI, 2016; EIGNER et al., 2009). Porém,
até onde temos conhecimento, todas as bases de dados de
referéncia sdo comercializadas em sistemas fechados. No
entanto, os perfis proteicos obtidos no MALDI-TOF/MS séo,
usualmente, muito mais complexos, em termos de quantidade de
picos, do que € necessério para a identificacdo bacteriana
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(CASTANO et al., 2016). Nesse contexto, ja foi demonstrado em
varias espécies bacterianas, incluindo Staphylococcus spp. e
Enterococcus spp., que 0s espectros gerados poderiam ser
utiizados para estabelecer grupamentos hierarquicos de
interesse epidemioldgico, pesquisar biomarcadores proteicos e
monitorar surtos por bactérias resistentes aos antibiéticos dentro
dos hospitais, de uma forma rapida, sem adicdo de custos e
facilmente escalonavel para um numero elevado de amostras
(SPINALI et al., 2015).

Cada grupo de bactérias estudado apresenta problemas
especificos nas técnicas atuais de caracterizagdo:

- MRSA: busca de metodologias mais rapidas e baratas
para analise da variabilidade de isolados em surtos hospitalares
e rastreio de cepas MRS, VISA e hVISA;

- MRSCoN: busca de metodologias mais precisas e mais
rapidas para identificacao das espécies;

- VRE: busca de metodologias mais precisas e mais
rapidas para diferenciacédo das espécies.

Com isso em vista, o presente trabalho propbe a
utilizacdo de um sistema MALDI-TOF/MS aberto para avaliar
caracteristicas fenotipicas de isolados resistentes de
Staphylococcus spp. e Enterococcus faecium, que poderiam
auxiliar na identificacdo bacteriana, na pesquisa de marcadores
de resisténcia e em estudos de agrupamentos hierarquicos e de
variabilidade de isolados para estudos epidemiologicos.
Objetivando a reducdo de custos globais para esse tipo de
estudo, que geralmente utilizam metodologias baseadas na
analise de acidos nucléicos, e, considerando que a UFSC possui
equipamento MALDI-TOF/MS de uso compartilhado, esperamos
contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos que
permitam uma analise multifatorial de isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) e VRE
envolvidos em IRAS.



24



25

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O género Staphylococcus

2.1.1 Caracteristicas gerais

Os estafilococos, bactérias do género Staphylococcus,
sdo cocos Gram-positivos agrupados aos pares ou em forma de
tétrades. Pertencem a familia Staphylococcaceae, sendo
composto de 37 espécies, entre as quais, 17 subespécies podem
ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Sao anaerdbios
facultativos, iméveis, ndo formam esporos e incluem-se entre os
microrganismos produtores de catalase. S&o classificados em
dois grupos principais, coagulase positivo e coagulase negativo.
Até a década de 80, o Staphylococcus aureus era considerado a
Unica espécie coagulase positiva, sendo o resultado do teste da
coagulase definitivo para a identificacdo dessa espécie
(KONEMAN et al., 2008). Posteriormente, foramisoladas, a partir
de infeccbes humanas e animais, as espécies S. schleiferi, S.
hyicus e S. intermedius, que também s&o produtoras de
coagulase. A diferenciacdo destes estafilococos baseia-se em
outras propriedades fisiolégicas e bioquimicas, como
fermentacdo do manitol, endonuclease termoestavel e teste da
desoxirribonuclease (DNAse) que sao testes adicionais utilizadas
para a caracterizagdo do microrganismo (SILVA et al., 2003;
DAVIS et al., 2013). Além disso, pode ser realizado a deteccédo
de genes por reagcdo em cadeia da polimerase — PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction, que permite a diferenciacdo das
espécies (BENITO et al., 2000).

Geralmente esse género faz parte da microbiota da pele
humana e mucosas. A espécie de maior interesse médico,
principalmente em ambiente nosocomial, € o0 S. aureus, que esta
frequentemente relacionado com diversas infecgcbes em seres
humanos, e podem ser amplamente classificados em dois
grupos: infeccbes de pele e tecidos moles e infeccbes invasivas
(KONEMAN et al., 2008). A maioria das infec¢Bes causadas pelo
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género Staphylococcus afetam somente a pele ou o tecido
subjacente, e incluem: foliculites, furinculos, impetigo bolhoso e
sindrome da pele escaldada estafiloccica (DRYDEN, 2010). Em
um namero menor de pessoas, no entanto, a infeccdo da pele
pode levar a uma infeccdo mais grave e profunda como
septicemia, endocardite, osteomielite, artrite, infeccdes
pleuropulmonares e sindrome do choque téxico (TONG et al.,
2015).

As cepas de Staphylococcus spp. crescem em meios
comuns, caldo ou agar simples, pH 7, a temperatura 6tima de
37°C. As colbnias formadas em placa, apés 18-24 horas de
incubacao, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. No
caso dos S. aureus, a coloragdo das colbnias varia desde o
acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentacdo aumenta
com o tempo de incubacdo prolongado, ndo chegando a ser
formada nos casos de crescimento em condi¢cBes anaerdbicas,
ou na cultura em caldo. Essa espécie desenvolve-se também na
presenca de 7,5% de NaCl, meio seletivo, que estimula a
producdo de coagulase (KONEMAN et al., 2008). Em placas de
agar sangue, um halo de beta-hemoélise desenvolve-se em torno
das colbnias formadas. Um meio importante para a identificacédo
presuntiva de S. aureus € o0 agar manitol salgado, seletivo e
diferencial para esse género, uma vez que consegue fermentar o
manitol produzindo &cido latico, diminui o pH do meio e como
resultado vira o indicador do meio, vermelho de fenol, de
vermelho rosado a amarelo (SHARP; SEARCY, 2006).

Apesar de S. aureus ser a espécie mais estudada por
serem mais incidentes e as infec¢bes serem mais graves devido
a suas caracteristicas de viruléncia e resisténcia, outras espécies
merecem destaque:

- Staphylococcus haemolitycus tem sido bastante
estudado nas Ultimas décadas, devido ao aumento das infeccbes
causadas por esta espécie, em pacientes inmunocomprometidos
e recém-nascidos (KORKIENKO et al., 2016).

- Staphylococcus sciuri vem sendo um alvo de estudos ja
gque sdo transportados por varios animais domésticos, e possuem
uma alta capacidade de transmiss@o de fatores de resisténcia
aos antibioticos (NEMEGHAIRE et al., 2014).

- Staphylococcus lugdunensis, apesar de pertencer ao
grupo de Staphylococcus coagulase negativos, possui



27

caracteristicas Unicas de viruléncia e susceptibilidade
antimicrobiana, demonstrando patogenicidade comparavel a do
Staphylococcus aureus (SILVEIRA; D’ACEVEDO, 2010). Estudos
anteriores indicam uma baixa prevaléncia de infecgbes por S.
lugdunensis na clinica, no entanto, ja foi demonstrado que o
aprimoramento na identificacdo desse microrganismo mostra
uma incidéncia aumentada (MCHARDY et al., 2017).

- Staphylococcus epidermidis tem o papel de destaque
entre os estafilococos coagulase negativa, devido a véarios
fatores de viruléncia sendo considerado uma causa comum de
infec¢Bes hospitalares (VON EIFF; PETERS; HEILMANN, 2002).
Por causa da sua potencial capacidade de formagé&o de biofilme
e colonizagdo em diferentes superficies, também devido ao uso
de dispositivos médicos invasivos como cateteres, em pacientes
imunocomprometidos e hospitalizados, as infec¢des relacionadas
a este microrganismo sdo considerados oportunistas (OTTO,
2009). Nas ultimas décadas, a importancia clinica e o surgimento
de cepas de S. epidermidis resistentes a meticilina criaram
muitos desafios no processo de tratamento (NAMVAR et al.,
2014).

- Staphylococcus pseudintermedius foram notificados em
infeccBes zoonodticas causando bacteremia, endocardite e
infeccdo de feridas cirlrgicas relacionada a procedimentos
invasivos, assim como, a capacidade de formar biofilme que
corresponde a um dos fatores de viruléncia mais importantes em
S.aureus e S. epidermidis (VAN HOOVELS et al., 2006;
POMPILIO et al., 2015).

2.1.2 Principais aspectos da resisténcia aos
antimicrobianos

A introducdo da penicilina no inicio da década de 1940
melhorou dramaticamente o prognéstico de pacientes com
infeccdo estafilococica. No entanto, ja em 1942, os estafilococos
resistentes a penicilina foram reconhecidos, pela primeira vez em
hospitais e, posteriormente, na comunidade. Os estafilococos
passaram a desenvolver resisténcia a este antimicrobiano pela



28

producdo de penicilinases. Esta enzima, predominantemente
extracelular, sintetizada quando a bactéria é exposta a
antibiéticos beta-lactamicos, hidrolisa o anel beta-lactamico da
penicilina, tornando-a inativa. No final dos anos 1960, mais de
80% dos isolados de estafilococos da comunidade e hospitalares
eram resistentes a penicilina. Este padrdo de resisténcia,
primeiro emergente em hospitais e depois se espalhando para a
comunidade, ¢ um mecanismo de transmissdo que vem sendo
observado (LOWY, 2003).

A meticilina, introduzida em 1959, foi a primeira das
penicilinas semissintéticas resistente & acdo das penicilinases.
Porém, a sua introducao foi rapidamente seguida por relatos de
isolados resistentes a meticiina. Em 1961, houve relatos
provenientes do Reino Unido de isolados de S. aureus que
tinham adquirido resisténcia a meticilina (MRSA), e isolados de
MRSA foram logo relatados em outros paises europeus e,
posteriormente, do Japao, na Australia e nos Estados Unidos
(ENRIGHT et al., 2002).

Uma cepa sensivel a meticilina de S. aureus (MSSA) se
torna resistente a meticilina (MRSA) quando ocorre a aquisicao
do elemento genético movel chamado de cassete cromossomico
mec de Staphylococcus (SCCmec). O SCCmec corresponde a
uma ilha genémica onde esta contido o gene mecA, que codifica
a proteina 2a de ligacdo a penicilina (PBP2a), que é muito
conservado entre S. aureus e S. epidermidis resistentes a
meticilina (RODRIGUES et al., 2011). A proteina PBP2a é
considerada o principal determinante da resisténcia a beta-
lactamamicos como a oxacilina, uma vez que possui acao
transpeptidase alternativa permite a sintese da parede celular
nos Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS), a
concentracbes de beta-lactamamicos na qual a sintese da
parede celular seria inibida nos Staphylococcus spp. sensiveis
(LIM; STRYNADKA, 2002).

O SCCmec é um grupo mével de elementos de DNA de
21 a 67 kb integrado ao cromossomo das cepas MRS, proximo a
origem de replicacdo. Séo classificadas em diferentes tipos com
base na combinacdo de mec e ccr, em cinco classes segundo o
mec e oito segundo o ccr (ITO et al.,, 2014). Até o momento
foram identificados 12 tipos de elementos SCCmec
(INDRAKOVA et al., 2017; IWG-SCC, 2011). Dependendo do tipo
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de SCCmec se observa um perfil diferente de resisténcia aos
antimicrobianos (MARTINS et al., 2014). A tipagem do SCCmec
€ uma importante ferramenta epidemioldgica, principalmente
para S. aureus, sendo assim, infeccbes hospitalares ou
nosocomiais por S. aureus resistentes a oxacilina (HA-MRSA) se
associam ao SCCmec do tipo |, Il e lll, que se caracterizam por
conferir resisténcia a varias classes de antibiéticos (GOMEZ et
al., 2014). Ja os S. aureus resistentes a oxacilina adquiridos na
comunidade (CA-MRSA), possuem, habitualmente, os tipos IV e
V, com sensibilidade aumentada a antibioticos ndo beta-
lactamamicos (ASGHAR, 2014).

Em 2011, foi descrito o primeiro homoélogo ao gene
mecA, 0 gene mecC ou mecAicazsi, localizado num novo
elemento genético mével, que foi nomeado SCCmec tipo IX
Embora o gene mecC isolado de vacas leiteiras é 70% idéntico
ao mecA, a deteccdo molecular do gene mecC baseado na
amplificacdo do gene mecA nao é possivel, mostrando, assim, a
dificuldade para o diagnéstico laboratorial e a necessidade de um
primer especifico para mecC. No entanto, possui uma
susceptibilidade aos antimicrobianos equivalente e ndo modifica
o tratamento das infeccdes (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011).

Atualmente, S. aureus resistentes a meticilina que
carreiam o gene mecC, tém sido reportados em varios paises da
Europa, tanto em amostras de origem animal como humanas
(KERSCHNER et al., 2014; PATERSON; HARRISON; HOLMES,
2014; MILHEIRICO; DE LENCASTRE; TOMASZ, 2017).

No final da década de 1990, os poucos clones
multirresistentes e altamente epidémicos de MRSA tinham-se
tornado os agentes causadores mais frequentes de doenga nos
hospitais e na comunidade (DELEO; CHAMBERS, 2009). A
descricdo das linhagens de S. aureus baseia-se nos complexos
clonais (CCs) identificados por tipagem por sequéncia de
multilocus (MLST). Os principais clones de MRSA disseminados
no mundo sdo: CC5, CC8, CC22, CC30, CC45 e CC398
(WERTHEIM et al.,, 2005; SHARMA-KUINKEL et al., 2015;
HEIKINHEIMO et al., 2016)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harrison%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24331435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomasz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28069659
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Sendo assim, os glicopeptideos, principalmente a
vancomicina, tornaram-se a terapia mais utilizada para o
tratamento de infecgBes graves por MRSA (LUNA, et al., 2010).
Em 1997, foi relatado pela primeira vez no Japdo um isolado de
MRSA com sensibilidade reduzida & vancomicina. O isolado teve
um valor aumentado da concentracao inibitéria minima (CIM)
para vancomicina, no intervalo de 3-8 ug/ml, e tornou-se
conhecido como S. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina (VISA) (HIRAMATSU et al, 1997). Existem
diferencas na susceptibilidade & vancomicina entre os isolados
resistentes de S. aureus. Sendo assim, 0 S. aureus resistente a
vancomicina (VRSA), possui uma CIM = 16 pg/ml e a resisténcia
€ mediada por plasmideos que contém o gene vanA oriundo de
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (GARDETE;
TOMASZ, 2014).

Diferentemente dos VISA e VRSA, os S. aureus com
heterorresisténcia intermediaria a vancomicina (hVISA), séo
normalmente, considerados sensiveis & vancomicina baseados
nas metodologias tradicionais de determinacdo da CIM, mas
possuem uma subpopulagdo com resisténcia intermediaria. O
mecanismo de resisténcia ocorre por uma série de mutacdes
génicas nos sistemas de controle da sintese da parede celular,
que induz o espessamento da parede celular do S. aureus,
dificultando assim, a chegada da vancomicina ao sitio de acdo na
membrana citoplasmatica (HIRAMATSU, 2001; HOWDEN et al.,
2010).

2.2 O género Enterococcus

2.2.1 Caracteristicas gerais

As bactérias do género Enterococcus sdo classificadas
como cocos Gram-positivos, de morfologia ovoide e podem
arranjar-se aos pares ou em cadeias. Sao catalase negativa ou
pseudonegativa, anaeroébias facultativas, crescem a
temperaturas de 10°C a 45°C, em NaCl 6,5%, sais biliares 40%,
pH 9,6 e podem resistir por até 30 minutos a 60°C (MANERO;
BLANCH, 1999). Enterococcus faecalis sdo geralmente
considerados catalase negativa, mas pode aparecer fracamente
positivo sob algumas condi¢cdes. A enzima responsavel pela
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atividade da catalase ndo foi demonstrada e tem, por razdes
pouco claras, muitas vezes sido atribuida a uma pseudocatalase
(FRANKENBERG et al., 2002).

Geralmente o género Enterococcus habita o trato
gastrointestinal, as espécies de maior importancia clinica séo
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, mas ja foram
descritas 23 espécies (LEBRETON; WILLEMS; GILMORE,
2014).

2.2.2 Principais aspectos daresisténcia aos antimicrobianos

Embora as caracteristicas de resisténcia aos
antimicrobianos entre E. faecalis e E. faecium diferem em
aspectos importantes, geralmente podem ser classificadas em
resisténcia intrinseca, resisténcia adquirida e tolerancia (MILLER,
2014).

Os enterococos séo intrinsecamente resistentes a muitos
agentes antimicrobianos normalmente utilizados na clinica
(GOLD, 2001). Todos os enterococos exibem resisténcia a
penicilina e ampicilina, bem como uma resisténcia de alto nivel
para a maioria das cefalosporinas e penicilinas semissintéticas,
como resultado da expressdo das proteinas ligadoras de
penicilina (PBP) de baixa afinidade de ligagdo aos beta-
lactamicos (KRISTICH et al., 2011). Os enterococos também tém
uma resisténcia nativa a concentracdes clinicamente praticiveis
de aminoglicosideos, o que impede a sua utlizagdo como
agentes Unicos (ARIAS; CONTRERAS; MURRAY, 2010).

Por sua vez, a resisténcia adquirida foi descrita para
ampicilina, gentamicina e niveis elevados de vancomicina. O
mecanismo de resisténcia de enterococos aos glicopeptideos
vancomicina e teicoplanina ocorre por meio de genes de
resisténcia: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM e
vanN (CETINKAYA et al.,, 2000; MILLER; MUNITA; ARIAS,
2014). O precursor alterado € codificado por operons de
resisténcia, que contém um desses genes citados acima,
normalmente contidos em elementos genéticos moveis e,
portanto, podem ser transferidas a outras bactérias. Certas
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espécies de enterococos, possuem no cromossomo, genes que
codificam a resisténcia aos glicopeptideos (DEPARDIEU et al.,
2007)

Os enterococos resistentes aos glicopeptideos produzem
precursores de peptidoglicano alterado onde os terminais D-
Alanina-D-Alanina sdo modificados para D-Alanina-D-lactato ou
D-Alanina-D-Serina. Assim, estas substituicbes reduzem a
afinidade de ligacdo dos antibidticos, mas podem ainda servir
como substratos para as enzimas biossintéticas da parede
celular para permitir a construcéo de peptidoglicano funcionais,
induzindo resisténcia da bactéria a droga (ARTHUR et al., 1992).
J4 tem sido relatada resisténcia a antimicrobianos alternativos
para o tratamento de VRE com atividade contra Enterococcus
spp. como linezolida (DE ALMEIDA et al., 2014).

2.3 InfecgBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

As InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saulde,
também denominada infec¢do hospitalar ou nosocomial, sao
infeccdes adquiridas pelo paciente no hospital, na clinica
ambulatorial ou qualquer ambiente de atencéo clinica, durante o
periodo de hospitalizacdo ou apds a alta, podendo ser
relacionado com os fatores de risco da hospitalizacdo e/ou outros
procedimentos hospitalares, principalmente aqueles que
comprometem a barreira protetora da pele. Considerando a
morbidade, a mortalidade, o aumento da duracdo da estadia e 0
custo, as IRAS representam uma preocupacao tanto para 0s
profissionais de salde, e instituicdes envolvidas, quanto para os
pacientes (OLIVEIRA; DE PAULA, 2009; MEHTA et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), reconhece as
IRAS como um problema de saldde publica a nivel mundial.
Considerando que as condi¢des clinicas dos pacientes que
requerem hospitalizacdo sdo graves e muitos, apresentam
imunossupressdo, assim como 0 aumento das bactérias
multidroga resistentes nos hospitais, as IRAS passaram a ser um
grave problema de saude publica (PITTET et al.,, 2008). Um
estudo feito pelo Centro Europeu de Prevencao e Controle de
Doengas (ECDC), no periodo de 2011-2012 que envolveu 30
paises europeus, mostrou que 6% de todos o0s pacientes
internados devolveram IRAS (ECDC, 2013). No entanto, os
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paises em desenvolvimento possuem uma maior taxa de IRAS
comparados com paises desenvolvidos, associadas a fatores
como a estrutura fisica inadequada e a falta de adesdo dos
profissionais da saude as medidas de controle das IRAS
(PADOVEZE; FORTALEZA, 2014).

Nesse contexto, o Brasil ainda ndo possui um sistema de
gestao regular e continuamente alimentado de informacdes para
se ter estimativas precisas da prevaléncia de IRAS no pais;
embora varias politicas e programas para o controle das IRAS
tenham sido desenvolvidos a partir da Portaria 196/1983 do
Ministério da Saulde. Esta portaria instituiu a obrigatoriedade da
implementacdo de Comissdes de Controle de Infec¢éo Hospitalar
(CCIH) nos hospitais brasileiros (NOGUEIRA-JUNIOR et al.,
2014). Atualmente, o programa foi transferido para a Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece os
protocolos para o controle de infeccdes a nivel nacional.
Considerando a adesdo e/ou implementacédo desses protocolos,
0 cenario brasileiro é heterogéneo devido as diferencas
econdmicas, politicas e culturais. Assim, visando a adocédo das
estratégias sugeridas pela ANVISA, torna-se necessario que os
hospitais cumpram alguns requisitos basicos, como a acreditacéo
da CCIH, implantacdo de Ilaboratério de microbiologia e
constante vigilancia epidemioldgica em cada unidade de saude
(ANVISA, 2004). Entretanto, dados da ANVISA mostram que
46% dos hospitais da regido norte e 24% dos hospitais da regiao
sul, ndo possuem o apoio de um laboratério de microbiologia
(SANTOS, 2006).

A transmissdo de microrganismos nos hospitais, sejam
resistentes ou sensiveis aos antimicrobianos, pode ocorrer por
meio dos pacientes, visitantes, profissionais de salde e do
ambiente hospitalar; e para tanto requer, basicamente, a
presenca do agente infeccioso, do hospedeiro e de um
mecanismo de transferéncia (SIEGEL et al., 2007). A infecgéo
nosocomial poderia ser causada por microrganismos adquiridos
de uma outra pessoa (infeccdo cruzada), da propria microbiota
da pele (infeccdo endbgena) ou de objetos que foram
contaminados (infec¢cdo ambiental) (WHITELAW et al., 2015).
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Tradicionalmente, o controle das infec¢cdes nosocomiais
baseava-se na prevencgdo de infec¢des cruzadas somente entre
0s pacientes. No entanto, os portadores nasais e anais de
bactérias multidroga resistente (MDR), particularmente MRSA,
VISA/hVISA e VRE, sdo considerados fatores de risco de
infeccdo em varios grupos de pacientes. Esses portadores séo
fonte de contaminacdo ndo sé para o préprio paciente, mas
também para profissionais da salde e acompanhantes que
podem carrear esses microrganismos por toda a instituicdo (VAN
RIJEN et al., 2008; MUTTERS et al., 2013).

No rastreio de MRSA nos hospitais, 0 uso de técnicas
microbioldgicas para detectar portadores nasais de MRSA sem
evidéncia de infeccao € considerado essencial para o sucesso do
programa de controle. Ja tem sido demonstrado que 17% dos
contatos entre profissional da saude e pacientes colonizados por
MRSA resultaram na transmissdo do MRSA do paciente para as
luvas do profissional da saude. Além disso, nesse estudo, de
forma interessante as taxas de adesdo a utilizacdo de luvas
foram 75% dos profissionais da salude, exceto os médicos cuja
adesao foi de apenas 27% (McBRYDE et al., 2004). Para o
controle de MRSA ¢é pertinente ter conhecimento dos niveis de
colonizacdo e infeccdo a nivel nacional, regional e local, para
delinear o processo de vigilancia. Nos hospitais com MRSA
endémico ou durante surtos, o rastreio deveria ser realizado em
todos os pacientes admitidos, e alguns hospitais realizam a
descolonizacdo dos pacientes e profissionais da saude MRSA
positivos (COOKSON et al., 2011). Entretanto ndo ha evidencias
cientificas da eficacia da descolonizacdo, portanto, ndo deve ser
indicada como processo de rotina (GURIEVA; BOOTSMA;
BONTEN, 2012).

Ao contrario da colonizagdo por MRSA, ndo existem
estratégias de descolonizacdo bem sucedida para VRE, uma vez
gue o reservatorio poderia ser todo o trato gastrointestinal. Além
disso, soma-se a falta de dados suficientes sobre a duracéo da
colonizagdo ou colonizacao recorrente de VRE. Entretanto, de
um modo geral, no contexto da vigilancia de VRE em popula¢des
de alto risco ou durante surtos, é recomendado a coleta do swab
anal para a identificacdo dos pacientes colonizados, para
posterior estratificagcdo dos pacientes. No Brasil, a ANVISA
adotou as mesmas recomendacdes do CDC (Centers for Disease
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Control and Prevention), portanto, ndo é recomendada a
descolonizacdo de portadores de VRE (MUTTERS et al., 2013;
CDC, 2013).

Adicionalmente, para conseguir quebrar a cadeia de
transmissédo, a adesédo do profissional de salide ao programa de
controle de infeccdo hospitalar é fundamental. Ja tem sido
demonstrado que é possivel controlar surtos, estabelecendo
medidas simples, como a abordagem ativa do problema através
de um retorno regular das informacdes para os profissionais,
fomentando uma melhoria na implementacdo das medidas de
prevencao como lavagem das maos, utilizacdo de &lcool e outros
desinfetantes (PINA et al., 2010). Uma das melhores formas de
embasar as medidas de controle de infecgdo hospitalar, e
posteriormente fornecer um feedback para as a¢gfes de controle
adotadas, € a utilizacdo de metodologias para rastreio e tipagem
dos microrganismos causadores de IRAS circulantes na
instituicao.

2.4 Tipagem bacteriana

Nas ultimas décadas, os métodos fenotipicos de tipagem
bacteriana foram progressivamente substituidos pelos métodos
moleculares. Entre as categorias principais de genotipagem
bacteriana, poderiamos citar: (1) Métodos baseados em padrdes
de bandas de DNA; (2) Métodos baseados em sequenciamento
de DNA e (3) Métodos baseados na hibridacdo do DNA (LI;
RAOULT; FOURNIE, 2009).

Para avaliacdo da clonalidade de isolados de
Staphylococcus spp. varios métodos de tipagem ja foram
descritos, com diferentes capacidades discriminatérias
(RODRIGUEZ et al., 2015). A eletroforese em gel de campo
pulsado, conhecida como PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), baseia-se na digestdo do DNA bacteriano por
enzimas de restricdo (Smal para S.aureus) e separacdo dos
fragmentos por eletroforese em campo pulsado. Atualmente € o
padrdo outro para avaliacdo de clonalidade, mas, além de ser
uma técnica onerosa em todos o0s aspectos, deve ser
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considerado que alteragdes minimas no protocolo podem
comprometer a reprodutibilidade do teste (TENOVER et al.,
1995; MURCHAN et al, 2003). A tipagem de sequéncias
multilocus, conhecida como MLST (Multilocus Sequence Typing),
€ uma técnica de sequenciamento de nucleotideos, baseada na
analise de polimorfismos de genes constitutivos, onde as
diferentes variantes do gene da espécie bacteriana séo
atribuidas a um alelo distinto e esses alelos definem o perfil
alélico ou tipo de sequéncia (ST) (MAIDEN et al.,, 1998). No
MLST usualmente se utilizam sete genes constitutivos que geram
um perfil alélico e sdo agrupados em complexos clonais (CC)
pela sua semelhanga com um perfil alélico central (SUZUKI et al.,
2009; LARSEN et al.,, 2012). A PCR de elementos repetitivos
(rep-PCR) baseia-se em padrdes genbmicos gerados por meio
de iniciadores que hibridizam com sequéncias repetitivas
situadas entre os genes e espalhadas no genoma bacteriano
(OLIVE; BEAN, 1999; MANGA et al., 2015). E, finalmente, a
tipagem spa que considera a quantidade e a classe de mutagcdes
na regiao repetitiva do gene spa (FRENAY et al., 1996; O'HARA
et al., 2016), e a tipagem do cassete SCCmec (Staphylococcal
Cassette Chromossome mec) (ITO et al., 2001; ITO et al., 2004).
No estudo de Rodriguez et al. (2015), foram avaliados os quatro
primeiros métodos de tipagem de S. aureus citados acima e
mostraram um poder discriminatério comparavel.

O primeiro estudo de subtipificacdo de patdégenos
nosocomiais, como MRSA, utlizando a espectrometria de
massas de células intactas, foi no ano 2002, mas antes disso, no
ano 2000, j4 tinha sido descrito a capacidade dos fingerprints
para diferenciar cepas MRSA de cepas MSSA (EDWARDS-
JONES et al., 2000; WALKER et al., 2002; JACKSON et al.,
2005). Apds os primeiros resultados, foram publicados outros
estudos que compararam 0s resultados obtidos no
MALDITOF/MS com os métodos de PFGE, MLST e tipagem do
spa utilizando os principais complexos clonais detectados em
varios hospitais do mundo, como CC5, CC8, CC22, CC30, CC45
e CC398. Através de perfis proteicos, foram observados
agrupamentos hierdrquicos comparaveis com as metodologias
tradicionais, mas por meio de uma técnica mais rapida e de baixo
custo em termos de reagentes (WOLTERS et al., 2011; ZHANG
et al., 2015; SAUGET et al., 2017). A modificacdo na preparagéo



37

da amostra ja tem sido descrita, como a extracéo de proteinas e
alteracdes da matriz, e tem demostrado um aumento do poder
discriminatério dos perfis proteicos obtidos no MALDI-TOF/MS
(UEDA et al., 2015). A combinacdo de ferramentas de
bioinformatica e MALDI-TOF/MS para os quatro complexos
clonais principais de S. aureus também demostrou ser uma
abordagem confiavel para tipagem bacteriana automatizada
(CAMOEZ et al., 2016). Em contrapartida, no estudo de Lasch et
al. (2014), se verificou o poder discriminatério insuficiente do
MALDI-TOF/MS para diferenciar clones epidémicos de S. aureus
ao nivel de complexos clonais distintos para acompanhar a
disseminacé@o de subgrupos bacterianos, como é possivel com o
MLST.

As técnicas de MLVA (Multiple-locus variable-number
tandem repeat analysis), MLST e PFGE s&o utilizadas
comumente para a tipagem bacteriana do género Enterococcus.
O MLVA baseia-se no numero de coOpias de unidades de
repeticdo do locus VNTR (FROTHINGHAM, 1995). Werner, Klare
e Witte (2007) compararam as trés metodologias e obtiveram um
indice discriminatério maior para PFGE, seguido de MLST e por
altimo o MLVA. A utilidade do MALDI-TOF/MS para a
diferenciacdo de clones epidémicos de E. faecium e E. faecalis,
assim como no caso dos S. aureus, mostra resultados
contraditérios (GRIFFIN et al.,, 2012; LASCH et al.,, 2014;
NOWAKIEWICZ et al., 2017). No entanto, o primeiro estudo de
surto por VRE por comparacdo do MALDI-TOF/MS com o WGS
(whole genome sequencing) demostrou vantagens e a
possibilidade de detectar surtos de forma répida utilizando o
MALDI-TOF/MS, embora se mostrem as limitacdes da técnica
fenotipica para relacionar clones epidémicos e se ressalta a
importancia de ter mais estudos com diferentes complexos
clonais (SCHLEBUSCH et al, 2017). Devido a essas
dificuldades, a recomendacédo é estudar o género Enterococcus
de forma diferencial, ou seja, agrupados por espécie bacteriana,
especialmente na procura de biomarcadores de resisténcia aos
antibiéticos (SANTOS et al. 2015; NOWAKIEWICZ et al., 2017).
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As diretrizes desenvolvidas para o atual método padrao
ouro, PFGE, podem ser adaptadas para a interpretacdo dos
resultados de agrupamento hierarquico gerados a partir de
espectros de massas do MALDI-TOF/MS. Sendo assim, com um
numero de picos de aproximadamente 100, entre trés a cinco
vezes mais que as bandas de DNA gerados no PFGE, se
considera espécies relacionadas aquelas que possuem até
quinze picos de diferenca (SPINALI et al., 2015).

2.5 Epidemiologia

O estudo epidemiolégico tornou-se indispensével para
compreender a transmissao de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos. Na figura 1, se observa o rastreamento das
origens da cepa de S. aureus CC398 de importancia clinica e
encontrada na microbiologia veterinaria, mostrando que as cepas
podem se espalhar a partir de fazenda de suinos, de operacdes
industriais da carne suina, nas comunidades, no meio ambiente e
nos hospitais, assim, num processo de retroalimentacdo de
cepas clonais.

Figura 1. Transmissdo de Staphylococcus spp. resistentes aos
antibioticos.
MRS e MRSA
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Fonte: Adaptado de Smith (2015).
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Da mesma forma, estudos tem descrito VRE de origem
animal, onde a selecdo das cepas resistentes ocorre pela
administracdo de doses de antimicrobianos nos animais com a
finalidade de melhorar a produtividade, assim como diminuir a
mobilidade e a mortalidade (NILSSON, 2012). A transmissdo de
cepas resistentes a vancomicina, pode acontecer de forma
bilateral de humanos e de animais, a partir de fazenda de suinos,
conjuntamente com as cepas MRS e MRSA descritos na figura 1
(GETACHEW et al., 2013; HERMANOVSKA; BARDON;
CERMAK, 2016; NOWAKIEWICZ et al., 2017).
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OBJETIVOS

2.6 Objetivo Geral

Avaliar biomarcadores proteicos para identificacdo
fenotipica e avaliacdo de resisténcia e de variabilidade em
isolados de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) e
de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina.

2.7 Objetivos Especificos

e Obter e identificar feno- e genotipicamente isolados de
Staphylococccus spp. resistentes a meticilina (MRS) e
de Enterococcus faecium resistentes & vancomicina em
amostras coletadas de pacientes, de profissionais da
area da salde e do ambiente hospitalar;

e Padronizar um protocolo de MALDI-TOF para analise
do perfil proteico dos isolados de MRS e de VRE;

e Analisar os perfis proteicos obtidos quanto a sua
aplicabilidade para identificagdo bacteriana e para
estudos de prospecgdo de resisténcia e de tipagem
bacteriana;
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepas e isolados bacterianos

Durante as diversas etapas deste estudo foram
utilizadas, conforme descrito abaixo, tanto cepas-padrdo como
cepas-controle para validacdo da metodologia e andlise
comparativa de resultados. Também foram utilizadas amostras
bacterianas de MRS e VRE obtidos de pacientes, profissionais
da saude e ambiente hospitalar.

3.1.1 Cepas-padréo e cepas-controle

Foram testadas cepas-padrdao (ATCC, American Type
Culture Collection) de Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Além
disso, foram testadas cepas-controle de MRSA, cepas-controle
de hVISA e cepa-controle de VISA, descritas na tabela 1.

Tabela 1: Cepas-padrao e cepas-controle utilizadas no estudo.

Nome Descrigdo SCCmec ST cc Fonte ou Referéncia
Enterococcus faecalis ATCC29.212  E.faecalis ATCC 29212 - - - - ATCC®

Escherichia coli ATCC 25.922 E.coli ATCC 25922 - - - - ATCC®

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853 Pae ATCC 27853 - ATCC®

Staphylococcus aureus ATCC 29.213  Sau ATCC 20213 MSSA, mecA negativo - - - ATCC®

Staphylococcus aureus ATCC 700.698  Mu3 hVISA, mecA positivo ) ST5 Cccs Al-Zahrani et al. (2011)
Staphylococcus aureus ATCC 700.699  MuS0 VISA, mecA positivo I sT5 ccs Lee et al. (2014); Al-Zahrani et al. (2011)
hVISA 36 hVISA 1 hVISA, mecA positivo L} - - Silweira et al. (2015b)

hVISA 43 hVISA 2 hVISA, mecA positivo 1] - - Silweira et al. (2015b)

hVISA 69 hVISA 3 hVISA, mecA positivo " - - Silveira et al. (2015b)

hVISA 74 hVISA 4 hVISA, mecA positivo Ve - - Silveira et al. (2015b)

hVISA 80 hVISA 5 hVISA, mecA positivo " - - Silveira et al. (2015b)

hVISA 84 hVISA 6 hVISA, mecA positivo | - - Silveira et al. (2015b)

hVISA 92 hVISA 7 hVISA, mecA positivo " - - Silveira et al. (2015b)

SI13 hVISA SI13 hVISA hVISA, mecA positivo n - - Silweira et al. (2015b)
Hungarian/Brazilian Endemic Clone CcEB MRSA, mecA positivo ] ST239 ccs Caiaffa-Filho et al. (2013); Dabul; Camargo (2014)
Pandemic Clone/Epidemic MRSA-15 EMRSA-15 MRSA, mecA positivo v ST22 ccz2 Udo; Boswihi; Al-sweih(2016); Ellington et al. (2010)
Pandemic Clone/Epidemic MRSA-16  EMRSA-16 MRSA, mecA positivo [ ST36 cc3o Chung et al. (2004); Ellington et al. (2010)
USA100, New York/Japan NYJ MRSA, mecA positivo 1 ST ccs Caboclo et al. (2012); King et al. (2016)
USA 800, Pediatic Clone PC MRSA, mecA positivo v STS ccs Caboclo et al. (2012); Texeira et al. (2012)
USA 400 USA 400 MRSA, mecA positivo v sTL ccl Caboclo et al. (2012); King et al. (2016)
USA 300 USA 300 MRSA, mecA positivo va sT8 ccs Shore et al. (2011); King et al. (2016)

Oceania Southwest Pacific Clone 0sPc MRSA, mecA positivo v ST30 cc30 Rozenbaum et al.(2009)

O "SCCmec” corresponde a tipagem do cassete cromossdmico
estafilocécico, o "ST' é a sequéncia-tipo utilizando a técnica MLST e
"CC" corresponde ao complexo clonal por MLST. Fonte: desenwvolvido
pela autora.

3.1.2 Isolados hospitalares

Para o isolamento das espécies de interesse (MRS e
VRE), foram utilizadas amostras coletadas no projeto principal do
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nosso grupo de pesquisa intitulado “Healthcare Associated
Infections Microbiome Project” (HAIMP), o qual tem por objetivo o
rastreamento, identificacdo e caracterizagdo molecular de
bactérias multirresistentes em ambiente hospitalar. O HAIMP
vem sendo realizado no Hospital Universitario Polydoro Ernani de
S&o Thiago (HU/UFSC) e possui aprovacao pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFSC (CEP-UFSC) sob o ndmero
32930514.0.0000.0121.

As andlises do presente projeto foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia Molecular Aplicada (MIMA) do
departamento de Andlises Clinicas do Centro de Ciéncias da
Salde da UFSC (CCS-UFSC); no Laboratério Central de Biologia
Molecular Estrutural (CEBIME), sede na UFSC da Rede
Proteoma do Estado de Santa Catarina; no Laboratdrio de
Bioinformatica da UFSC (CCB-UFSC) e na empresa
Neoprospecta Microbiome Technologies S/A, localizada no
parque tecnolégico e de inovacdo Sapiens Parque em
Florianépolis, SC.

As amostras foram coletadas em cinco unidades
hospitalares: Emergéncia (EMG), Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), Centro Cirargico (CCR), Clinica Médica | (CMI) e Clinica
Cirargica | (CRI), durante doze meses consecutivos, entre abril
de 2015 e marco de 2016.

As coletas de amostras para este projeto foram obtidas
através de um swab e transportadas em meio Amies. Os pontos
de coleta foram pacientes, profissionais e ambiente hospitalar.
Na figura 2, pode-se visualizar a distribuicdo das amostras
coletadas no projeto HAIMP. Os sitios de coleta dos pacientes
foram: swab retal, swab nasal e swab das maos. Dos
profissionais da salde (médicos, enfermeiros ou técnicos de
enfermagem) foram: swab das maos, swab do jaleco e swab do
celular. As amostras dos ambientes foram coletadas de
superficies de alto contato como: leito do paciente, banheiros,
vestiarios, sala de lanche, equipamentos de uso comum,
recepcao, sala de repouso médico e de enfermagem, sala de
medicamentos e curativos, expurgo, consultorio, prescricdo e
ambientes comuns do HU.



Figura 2: Distribuicdo das amostras coletadas entre abril de 2015 e
margo de 2016 por alas do HU/UFSC. N=1.745

222 Ambiente Hospitalar 126 Ambiente Hospitalar
90 Pacientes 72 Pacientes
54 Profissionais 54 Profissionais
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EMG (22%), 388
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336 Ambiente Hospitalar 132 Ambiente Hospitalar
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Cada quadro representa a distribuicdo das amostras por ponto de
coleta. As cinco unidades hospitalares correspondem a: Emergéncia
(EMG), Unidade de Terapia Intensiva (UTI), Centro Cirtrgico (CCR),
Clinica Médica | (CMI) e Clinica Cirurgica | (CRI). Fonte: desenwolvido
pela autora.

As amostras em meio Amies foram inoculadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI - Brain Heart Infusion) e
incubadas por 12 a 18 horas a 36x1°C.

Ao longo de doze meses foram coletadas 1.745
amostras, sendo distribuidas nas cinco alas do HU/UFSC: UTI,
EMG, CMI, CRI e CC. Além disso, foram recebidas 14 amostras
identificadas fenotipicamente no Vitek2® de MRSA e VRE do
laboratério de microbiologia do HU/UFSC (nove amostras de
MRSA e cinco amostras de VRE).

Foram semeadas 1.745 amostras em agar manitol
salgado com 6ug/mL de oxacilina e agar Bile-Esculina com
6ug/mL de vancomicina. Apés o isolamento e os testes iniciais,
as cepas foram mantidas a -20°C em caldo TSB (Trypticase Soy
Broth) com 15% de glicerol no Laboratério de Microbiologia
Molecular Aplicada (MIMA) para analises posteriores.
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3.2 Fluxograma do estudo

Para a analise dos perfis proteicos foram utilizadas 111
cepas que correspondem a cepas-padrdo, a cepas-controle e
aos isolados hospitalares de MRS e VRE, listados na tabela 1 do
item 3.1.1, na tabela 2 do item 4.1.1 e na tabela 3 do item 4.1.2.
Na figura 3, pode-se visualizar a sequéncia de trabalho.

Figura 3: Fluxograma de atividades desenwolvidas no estudo.

72 MRS + 3 S.aureus 17 VRE +
ATCC + 16 cepas- E.faecalisATCC 29.212
controle |

4 cepas-padrao+ 8
cepas-controle 6 Cepas-padréo (ATCC)

& Cepas-controle de hVISA

8 Cepas-controle de MRSA

o 72 isclados de MRS

Padronizagéo de um 17 isclados de VRE

protocolo de MALDI-TOF

Analise estatistica dos picos

Dendogramas de
agrupamento
hierarquico

Pesquisade
Analise de agrupamento Biomarcadores
hierarquico Proteicos
Andlise de Componente
Principal (PCA)

Fonte: desenwolvido pela autora.

3.3 Triagem de Staphylococcus spp resistentes a meticilina

O repique e isolamento foram realizados por
esgotamento em agar manitol salgado com 6ug/mL de oxacilina
para selecdo presuntiva de MRS. As placas foram incubadas por
24 a 48 horas a 36x1°C. S&do consideradas manitol positivas as
colénias amarelas que viraram o indicador do meio, vermelho de
fenol, para amarelo. As amostras manitol positivas foram
analisadas pela coloracdo de Gram e pela reacdo de catalase
com peroxido de hidrogénio 3%. As amostras que apresentaram
coloracdo de Gram positivas, com agrupacdo em cachos de uvas
e reacdo de catalase positiva correspondem ao género de
interesse e, portanto, foramre-isoladas em agar manitol salgado.
A producéo de coagulase foi avaliada por reacdo em tubo. As
colénias foram incubadas em plasma de coelho (LaborClin,
Brasil) a 37°C por até 24h. Se observou a formacéo de coagulo
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inclinando-se o tubo suavemente a cada 30min por 4h (ou até o
maximo de 24h). A coagulacdo do plasma foi sinal de
positividade, ou seja, a producdo da enzima coagulase pela
bactéria.

ApGs o isolamento das bactérias foi realizada a triagem
com a cefoxitina por disco-difusdo, com a finalidade de predizer a
resisténcia a meticilina mediada pelo gene mecA, de acordo com
a padronizacdo do documento M2-A9, 2006 (ANVISA) e
interpretacao com as recomendacdes do “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI, 2016). Essa interpretacdo esta
demonstrada natabela 4. O teste de sensibilidade a cefoxitina foi
realizado no laboratério de Microbiologia do HU/UFSC, sob
supervisao da Dr2 Mara Scheffer.

Em um tubo contendo 4-5mL de solugéo salina foi
preparada uma suspensdo bacteriana na escala 0,5 de
McFarland (1,5x108 UFC/mL) ajustando a turbidez com o
equipamento DensiCHEK™Plus (bioMérieux). Na suspensao
ajustada mergulhou-se o swab estéril e inoculou-se na superficie
seca da placa de agar Miller-Hinton até que a sua distribuicdo
fosse uniforme. O disco de cefoxitina 30ug foi colocado na
superficie do 4gar semeado e foi incubado por 18h a 37°C. Apés
esse periodo, realizou-se a leitura das placas (diametro dos
halos de inibicdo) e interpretacao dos resultados.

Tabela 2: Interpretacéo do teste de sensibilidade a cefoxitina segundo o
Clinical and Laboratory Standards Institute (2016).

Cefoxitina 30ug

Microrganismo = =
Halo de Inibigdo (mm) Interpretagdo

) 21 Resistentes a oxacilina
S.aureus e S. lugdunensis i i
222 Sensiveis & oxacilina

24 Resistentes a oxacilina
Estafilococos coagulase negativa . -
225 Sensiveis a oxacilina

3.4 Triagem e IdentificacAo fenotipica presuntiva de
Enterococcus Resistente a Vancomicina

As colbnias obtidas apés isolamento em &gar Bile-
Esculina com 6upg/mL de vancomicina foram analisadas pela
coloragdo de Gram e semeadas em meio cromogénico
CHROMagar™VRE (Becton, Dickinson & Company). Foram
consideradas positivas as colbnias com coloracdo rosa que
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correspondem a Enterococcus faecium e/ou Enterococcus
faecalis resistentes a vancomicina.

3.5 Métodos Genotipicos

O método de identificacdo para determinacdo da espécie
foi atécnica de sequenciamento baseado no marcador 16S rRNA
e para confirmacdo da presenca dos genes de resisténcia
microbiana foi utilizada a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (PCR em tempo real, PCR quantitativa
ou gPCR). Essas etapas foram realizadas na empresa
Neoprospecta, sob supervisdo da doutoranda Aline Sereia e da
mestranda Patricia Cunha.

3.5.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi realizada
utilizando-se a técnica de beads magnéticas, com um protocolo
proprietdrio que esta em segredo industrial (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Florianépolis, SC, Brasil). O DNA foi
guantificado utilizando-se o fluorimetro Qubit, com o kit dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Apoés
quantificacdo o DNA foi diluido a 0,5ng/ul e armazenado a -20°C
para as analises moleculares futuras.

3.5.2 Sequenciamento

Os isolados bacterianos foram identificados utilizando-se o
sequenciamento de alto desempenho das regides V3-V4 do gene
16S rRNA. O procedimento de preparo das bibliotecas seguiu
protocolo proprietario, que estd em segredo industrial
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Florianépolis, SC,
Brasil). Foi realizada a amplificacgdo com os iniciadores
especificos da regido V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F (5
CCTACGGGRSGCAGCAG 3", e 806R (5
GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’) (WHANG; QIAN, 2009;
CAPORASO et al., 2012). As bibliotecas foram sequenciadas
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utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina
Inc. San Diego, CA, USA) e o kit V2, com 300 ciclos e
sequenciamento single-end. As sequéncias foram analisadas por
meio de um pipeline proprietario, que esta em segredo industrial,
intitulado Sentinel (Neoprospecta Microbiome Technologies,
Florianépolis, SC, Brasil). Resumidamente, todas as sequéncias
de DNA resultantes do sequenciamento passaram,
individualmente, por um filtro de qualidade, utilizando como base
0 somatério das probabilidades de erro de suas bases,
permitindo no maximo 1% de erro acumulado. Posteriormente,
foram removidas as sequéncias de DNA que correspondam aos
adaptadores da tecnologia llumina por meio de métodos
biocomputacionais. As sequéncias que passaram pelos
procedimentos iniciais e que tiveram 100% de identidade foram
agrupadas em filotipos/cluster e foram utilizadas para
identificacdo taxdnomica, por comparagdo com banco de dados
de sequéncias acuradas de 16S rRNA (NeoRef, Neoprospecta).

3.5.3 Deteccdo do gene mecA, vanA e vanB

Os genes de resisténcia mecA, vanA e vanB foram
identificados utilizando-se a técnica de PCR em tempo real
(qPCR) com sondas de hidrolise e iniciadores especificos. As
reacdes de gqPCR foram realizadas em um volume final de 10l
contendo 1pl (0,5ng) de DNA e 9ul de Master Mix 1X (sondas
marcadas: HEXTM e FAMTM; referéncia passiva: ROXTM,;
iniciadores forward e reverse). Um controle negativo e um
controle positivo para cada gene de resisténcia foi incluido em
cada ensaio de gPCR. As amostras e controles foram analisadas
em ftriplicata técnica. As reacdes de gPCR foram realizadas no
equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), com as seguintes condi¢des
de amplificagdo: 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. De acordo com o threshold pré-estabelecido, foram
consideradas positivas as amostras com Cq<33,0. O protocolo
citado é proprietario e estd em segredo industrial (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Florianépolis, SC, Brasil).
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3.6 Padronizacdo da metodologia de MALDI-TOF/MS para
analise das cepas de MRS e VRE

No processo de padronizagdo da metodologia para
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. foi utilizado
primeiramente o protocolo descrito por @stergaard, Hansen e
Mgller (2015) visando a obtengdo de espectros de massas na
faixa de m/z 2.000-20.000 em modo positivo.

Os espectros foram obtidos com o equipamento
AutoFlexlll SmartBean (Bruker Daltonics®). Foi feito a calibracao
interna do equipamento com um mix de calibrantes: Protein
Calibration Standard | e Peptide Calibration Standard Il (Bruker
Daltonics®).

3.6.1 Preparo das amostras

As bactérias foram avaliadas pelo método de andlise
direta da colénia ou whole cell (GSTERGAARD; HANSEN;
MOLLER, 2015). As amostras foram inoculadas em agar TSA
(Trypticase Soy Agar) a 37°C por 18-24h. Como se demostra na
figura 4, uma quantidade pequena da colbnia foi transferida até
cobrir o spot da placa (MTP 384 Polished Stell TF Targets,
Bruker Daltonics®). Foi acrescentado 1pL de solu¢éo de matriz
[solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA)
em acetonitrila 50% com &cido trifluoroacético 2,5%] e em
seguida as amostras foram secas na capela de fluxo laminar.
Para todas as amostras foram feitas de duas a trés replicatas
biolégicas e trés replicatas técnicas.
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Figura 4: Esquema da técnica de MALDI-TOF/MS para andlise
microbiana utilizando o método direto.

*A partir de uma cultura de 24h em meio ndo
seletivo, selecionar uma colénia e transferir a
placa-alvo formando uma fina camada no spot.

-

Programar a execugdo da
andlise, obter os espectros e

analisar os dados matriz a

cada spot.

Apos secagem do
spot, introduzir a

placa no AutoFlexlIl |
SmartBean (Bruker
Daltonics®).

FlexAnalysis e ClinProTools
(Bruker Daltonics®). -
Mass-Up mass Vaporiza a amostra

spectrometry utility (open
software).

Legenda: O simbolo "*" indica o primeiro passo. Fonte: desenwlvido
pela autora.

3.6.2 Aquisicao dos espectros e andlise de dados

ApG6s a primeira avaliacdo com as cepas-padrdo e as
cepas controle, os espectros foram obtidos utilizando uma
modificacdo do protocolo supracitado descrito por @Jstergaard,
Hansen e Mgller (2015), a saber: os ions positivos obtiveram-se
utilizando uma frequéncia do laser de 60Hz no modo linear com
amplitude de massa de 2.000 a 20.000 Da e uma somatéria de
240 disparos (satisfastory shots), divididos em 6 etapas de 40
disparos.

O espectro adquirido foi importado para o programa
FlexAnalysis versdo 3.4 (Bruker Daltonics®) para o seu pré-
processamento: suavizagdo ou smoothing, subtracdo da linha de
base ou baseline substraction e calibragéo interna do espectro de
massas (WOLTERS et al., 2011). Além disso, os espectros foram
exportados em formatos mzXML, CSV e FASTA para ter
compatibilidade com outros programas.



51

O programa ClinProTools versao 3.0 (Bruker Daltonics®)
foi utilizado para uma inspecéo visual dos espectros, Analise de
Componentes Principais (PCA), constru¢cdo de um dendograma
de similaridade (distancia euclidiana) e para a apresentacao
visual dos espectros em forma de gel virtual ao longo desse
trabalho.

O programa Mass-Up (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2015)
€ um sistema aberto que integra maltiplas plataformas incluindo o
smoothing e o baseline substration que foi feito no FlexAnalysis
versao 3.4 (Bruker Daltonics®). Os espectros foram importados
em formato mzXML e categorizados como unlabeled, logo depois
foram realizados:

O pré-processamento dos espectros brutos para obter a
lista de picos (i) smoothing (Savitzki Golay), (ii) baseline
correction (TopHat) e (ii) peak detection (MALDIQuant).

O Peak Matching usando o algoritmo forward, que ajudou
a reduzir as seis ou mais replicatas de cada amostra a um
espectro consenso; com a finalidade de diminuir a variabilidade
dos dados e permitir a comparacdo entre as amostras. Este
passo foi realizado em duas condic¢des: utilizando a lista de picos
completa ou eliminando os picos com intensidade menor a 250.
Esse tipo de filtro de intensidade é habitual para eliminar o ruido
do equipamento. Na figura 5, pode-se visualizar o processo de
peak matching no Mass-Up.

O Intermatching Biomarker Discovery foi utilizado para
gerar tabelas comparativas de presenca e auséncia de picos
entre isolados. Foi analisado manualmente para identificar picos
que estdo presentes na maioria dos isolados (standard peaks) e
procurar picos que poderiam discriminar grupos entre os isolados
(marker peaks) (dSTERGAARD; HANSEN; MJLLER, 2015).

O Hieralquical Clustering foi utilizado para gerar
dendogramas.

Nas etapas onde sdo analisadas um grande namero de
amostras, todos os dendogramas de agrupamento hierarquico
foram realizados no programa Mass-Up. Assim podemos analisar
um grande nuamero de dados ao mesmo tempo, considerando
todas as replicatas técnicas e biologicas, e contar com
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plataformas para a deteccdo de picos com potencial
biomarcador.

Figura 5: Representacado do processo de sobreposi¢cédo de espectros no
programa Mass-Up.

Amostra 1

R1

Criagédo do
— Espectro
Consenso

R2 . Sobreposigaodas replicatas
Intra-sample matching

|
FEF

R3

Sobreposi¢édo das amostras
Inter-sample matching
Amostra 2

ol m

Sobreposi¢dodas replicatas
Intra-sample matching

Criagdo do i
» Espectro
Consenso

R2 -

R3

Fonte: Adaptado de LOPEZ-FERNANDEZ et al. (2015).

3.6.3 Analise dos dados

A partir da lista de picos obtidos no FlexAnalysis versdo
3.4 (Bruker Daltonics®) em formato FASTA, foi feita uma
comparag¢do com as proteinas armazenadas na base de dados
desenvolvida no laboratério de Bioinformética-MIP/CCB/UFSC
pelo Prof Dr Glauber Wagner.

= Base de dados
Para o desenvolvimento da base de dados de proteinas foi
utilizado um total de 949 proteinas para S. aureus ATCC 25.923
e 859 proteinas para E. faecalis ATCC 29.212 que foram
depositadas no banco de dados do GenBank, NCBI — National
Center for Biotechnology Information, até novembro/2016.

» Identificacdo de proteinas
Por meio de andlises de bioinformatica, com um script in
house, foi removida a massa molecular da metionina do dominio
N-terminal das proteinas (MOURA et al., 2008) que corresponde
a 131.000 Da e a massa do préton adquirido, na etapa da
vaporizagdo do MALDI-TOF, que corresponde a 1 Da. Apés isso,
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foram comparados os picos observados (m/z menos 1Da) com
as massas moleculares das proteinas considerando uma
diferenca de =3 Da e modificagdes pds-traducionais como a
oxidacdo da metionina que eleva a massa em 16 Da (MOURA et
al., 2015). Em sequida, a lista de possiveis proteinas para cada
pico foi visualizada manualmente com o objetivo de curar os
dados eliminando as proteinas parciais ou hipotéticas. Essa
etapa foi feita com ajuda do bolsista Junior Souza do laboratério
de Bioinformética-MIP/CCB/UFSC, sob supervisdo do Prof Dr
Glauber Wagner.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos hospitais, 0s reservatérios continuos e dindmicos de
agentes infeciosos e resistentes do grupo dos cocos Gram
positivos séo representados pelos pacientes colonizados,
profissionais da saude e o ambiente hospitalar. Staphylococcus
spp., principalmente S. aureus, e Enterococcus spp., tém se
destacado como importantes patdégenos oportunistas causadores
de infec¢cdes nosocomiais devido a sua habilidade de adquirir
e/ou transmitir genes de viruléncia e de resisténcia aos
antimicrobianos e por sua alta capacidade de sobreviver nas
superficies por elevados periodos de tempo. Devido a essas
caracteristicas sdo capazes de disseminar e produzr surtos.

Tendo em vista a importancia do conhecimento do papel
do ambiente hospitalar, dos profissionais da salde e dos
pacientes em carrear e transmitir microrganismos resistentes
associados a infecc¢des, e a necessidade de desenvolvimento de
métodos mais praticos e viaveis para diagndstico microbioldgico
e estudos epidemioldgicos, o presente projeto realizou a analise
de perfis proteicos para tipagem de Staphylococccus spp.
resistentes a meticilina (MRS) e de Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) no HU/UFSC.

4.1 Identificacdo fenotipica e genotipica das amostras

Na figura 6 pode-se observar a distribuicdo espacial das
amostras de MRS e VRE identificados neste trabalho.
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Figura 6: Distribuicdo espacial dos isolados de MRS e VRE
identificados.

[ 8 MRS: 3A, 1PRe 4PA
1VRE: 1A

26 MRS: 20A e 6PA

2 VRE: 5PA

9 MRS: 4A, 1PR e 4PA
3 VRE: 3PA

EMG (22%), 388

UTI (36%), 622

0 MRS
1VRE: 1PR

20 MRS: 12A, 4PRe 4PA
2 VRE: 2PA

Legenda: A porcentagem do grafico esta em funcdo do total de
amostras coletadas em cada unidade hospitalar durante o trabalho (N
total=1745). Cada quadrado representa a distribuicdo das amostras de
MRS e VRE por pontos de coleta, sendo que A, PR e PA representam
ambiente, profissionais da salde e pacientes, respectivamente. As
porcentagens nos quadros estdo em funcdo do Nwrs=63 e Nvre=12.
Fonte: desenwlvida pela autora.

4.1.1 Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS)

Na tabela 3 pode-se visualizar os isolados de MRS
obtidos a partir da semeadura dos 1.745 swabs, com suas
respectivas descri¢des, além dos nove isolados clinicos.

Foram obtidos 72 isolados de MRS, dentre os quais, 39
(54%) foram isoladas do ambiente hospitalar, 27 (37,5%) dos
pacientes e 6 (8,5%) dos profissionais da saude. Alguns
trabalhos mostram que a taxa de sobrevivéncia de isolados
MRSA, sob condig8es tipicas do hospital, varia entre sete dias a
mais de 12 meses, mostrando uma ligagédo entre a contaminagao
do ambiente hospitalar e 0 aumento das IRAS (OTTER; YEZLI,
FRENCH, 2011; CHEMALY et al., 2014).

Dos 72 isolados, somente 42 foram submetidos
identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA e

Q/ Q-



57

deteccdo do gene mecA, devido as limitacdes financeiras do
projeto. As 42 amostras foram escolhidas aleatoriamente, exceto
pelas nove amostras isoladas de pacientes pelo setor de
Microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFSC
gue foram todas incluidas.
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Tabela 3: Isolados hospitalares de MRS identificados (N=72)

Isolado Hospitalar 165 rRNA __mec A [Halo de cefoxitina (mm)| __Coleta (més/ano) Unidade Hospitalar Ponto de coleta Sitio de Coleta
MRSA 1 S.aureus Positivo 2015 utl Paciente Secrecéo Traqueal
MRSA 2 S.aureus Positivo 2015 utl Paciente Secregéo Traqueal
MRSA 3 S.aureus | Positivo 2015 uTl Paciente Secregéo Traqueal
MRSA 4 S.aureus | Positivo 2016 e Paciente Hemocultura

MRSA 5 S.aureus | Positivo - 2016 utl Paciente Secregao Traqueal
MRSA 6 S.aureus | Positivo - 2016 Centro Cirtirgico Paciente Outros materiais
MRSA 7 S.aureus | Positivo - 2016 Paciente

MRSA 8 S.aureus Positivo 2016 Paciente Escarro

MRSA 9 S.aureus Positivo 2015 Ambulatorio Paciente Secrecéo Traqueal
MSSA 10 S.aureus Negativo 23 Abril, 2015 uTiB Profissional Celular

MRSE 11 pidermidi: Positivo 6 Maio, 2015 CMI Paciente Méos

MRSW 12 S.wameri_| Positivo 6 Maio, 2015 uTiB Posto de Bancada/Computador/Teléfono
MRSW 13 S.wameri_| Positivo 6 Junho, 2015 UTIA Profissional Celular

MRSW 14 S.wameri_| Positivo 18 Junho, 2015 uTIA Leito Monitores

MRSW 15 S.wameri_| Positivo Junho, 2015 uTiB Profissional Jaleco

MRSC 16 S.capitis Positivo 6 Junho, 2015 uTiB Leito Grades do Leito
MRSH 17 Positivo 16 Junho, 2015 EMG Leito Grades do Leito
MRSA 18 S.aureus Positivo 6 Julho, 2015 CRI Paciente Nasal

MRSH 19 Positivo 6 Julho, 2015 CMI Paciente Swab Retal

MRSH 20 Positivo 6 Julho, 2015 CMI Paciente Nasal

MRSC 21 S.capitis__| Positio 6 Julho, 2015 cmi de Uso Comum

MRSH 22 Positivo 6 Julho, 2015 uTiB Paciente Nasal

MRSH 23 Positivo 6 Agosto, 2015 EMG Leito Grades do Leito
MRSA 24 S.aureus | Positivo 14 Agosto, 2015 EMG Sala de Especiais Leito

MSSCi 25 S.sciuri Negativo 19 Agosto, 2015 CRI Profissional Méos

MRSH 26 Positivo 20 Setembro, 2015 CRI Leito Grades do Leito
MRSH 27 Positivo 6 Setembro, 2015 CMI Sala de Repouso de Ce adeiras
MRSH 28 Positivo 17 Setembro, 2015 uTiB de Uso Comum Carrinho de Roupa de Banho
MSSA 29 S.aureus Negativo 6 Setembro, 2015 uTiB de Uso Comum Raio X

MRSH 30 Positivo 15 Setembro, 2015 EMG Leito Grades do Leito
MRSH 31 Positivo 6 Setembro, 2015 EMG Banheiro de Paciente Dispenser/Tomeira/Descarga
MRSCi 32 S ciuri Positivo 17 Setembro, 2015 EMG Sala de Especiais Leito

MRSCi 33 S ciuri Positivo 9 Setembro, 2015 EMG Consultorio Maca

MRSH 34 Positivo 12 Setembro, 2015 EMG Recepcao Cadeiras

MRSCi 35 S.sciuri Positivo 15 Outubro, 2015 CRI Leito Banheiro: Dispenser/Tomeira/Descarga
MRSH 36 Positivo 16 Outubro, 2015 EMG Leito Grades do Leito
MRSA 37 S.aureus Positivo 6 Novembro, 2015 UTIA Profissional Jaleco

MRSS 38 Positivo 6 Novembro, 2015 UTIA Paciente Nasal

MRSCi 39 S.sciui__| Positio 6 Novembro, 2015 uTiB de Uso Comum Poltrona de Fisioterapia
MRSCi 40 S.sciui__| Positivo 18 Dezembro, 2015 cmi Profissional Jaleco

MRSCi 41 S.sciui__| Positivo 12 Dezembro, 2015 UTIA Sala de Repouso de c o

MRSH 42 Positivo 10 Janeiro, 2016 uTiB Leito Termometro

MRS 43 6 Julho, 2015 EMG Paciente Méos

MRS 44 3 Abril, 2015 EMG Posto de Bancada/Computador/Teléfono
MRS 45 15 Agosto, 2015 cMI de Uso Comum

MRS 46 22 Agosto, 2015 EMG Paciente Nasal

MRS 47 20 Agosto, 2015 EMG Banheiro de Paciente Dispenser/Tomeira/Descarga
MRS 48 24 Agosto, 2015 EMG Sala de Medicagdo Poltrona

MRS 49 15 Agosto, 2015 EMG Consultorio Mesa do Computador
MRS 50 15 Outubro, 2015 UTIA Paciente Swab Retal

MRS 51 6 Outubro, 2015 EMG Paciente Swab Retal

MRS 52 6 Outubro, 2015 EMG Leito Suporte de Soro

MRS 53 21 Outubro, 2015 EMG Banheiro de Paciente Dispenser/Torneira/Descarga
MRS 54 12 Outubro, 2015 EMG Posto de Bancada/Computador/Teléfono
MRS 55 7 Novembro, 2015 EMG Paciente Swab Retal

MRS 56 6 Novembro, 2015 EMG Banheiro de Paciente Dispenser/Tomeira/Descarga
MRS 57 6 Novembro, 2015 EMG Consultorio Maca

MRS 58 6 Dezembro, 2015 CRI Paciente Swab Retal

MRS 59 6 Dezembro, 2015 CRI Paciente Nasal

MRS 60 6 Dezembro, 2015 CRI Paciente Nasal

MRS 61 6 Dezembro, 2015 EMG Sala de Especiais Leito

MRS 62 6 Janeiro, 2016 CMI Leito Banheiro: Dispenser/Tomeira/Ds rga
MRS 63 6 Fevereiro, 2016 UTIA Leito Grades do Leito

MRS 64 6 Fewreiro, 2016 uTB Paciente Swab Retal

MRS 65 6 Margo, 2016 CRI Sala de Repouso de Cama/Mesa/Armarios
MRS 66 17 Margo, 2016 cmi Paciente Swab Retal

MRS 67 6 Marco, 2016 UTIA Leito GradesLeito

MRS 68 Marco, 2016 uTB Leito Monitores

MRS 69 17 Marco, 2016 uTB de Uso Comum Carinho da Roupa de Banho
MRS 70 6 Marco, 2016 EMG Paciente Swab Retal

MRS 71 19 Margo, 2016 EMG Paciente Maos

MRS 72 Margo, 2016 EMG Recepcdo Cadeiras

O

Fonte: desenwlvida pela autora.

sequenciamento
Staphylococcus spp., levando em consideracdo o maior nimero
de sequencias encontrado para cada amostra. Das 42 amostras,
catorze eram S. aureus, treze S. haemolyticus, sete S. sciuri,

conseguiu

distinguir

(O8]
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quatro S. warneri, dois S. capitis, um S. epidermidis e um S.
saprophyticus.

Ja foi demonstrado em pesquisas de colonizagcao nasal
gue 40-50% dos isolados nas triagens com agar manitol salgado
enriquecido com oxacilina correspondem a MRS fermentadores
de manitol, incluindo S. haemolyticus, S. sciuri, S. hominis, S.
cohnii, S. warneri, S. saprophyticus e S. epidermidis (SHITTU et
al., 2006). Também S. capitis é considerado fermentador de
manitol (SCHLEIFER; BELL, 2009).

Devido a emergéncia dos Staphylococcus coagulase
negativa como patdégenos e reservatdrio de resisténcia a
antimicrobianos, a identificacdo do género e espécie tem exigido
0 uso de técnicas confidveis como o sequenciamento do
amplicon do gene 16S RNA ribossomal (SRINIVASAN et al.,
2015; MANAKA; TOKUE; MURAKAMI, 2017). No entanto, a
abordagem de leitura curta por sequenciamento de segunda
geracdo introduz vieses dependendo de quais regides sao
empregadas e, dependendo da comunidade bacteriana
estudada, ndo fornece resolucdo efetiva abaixo do nivel do
género bacteriano (D’AMORE et al., 2016; WAGNER et al.,
2016). O gene 16S rRNA possui hove regides hipervariaveis (V1-
V9) de diferentes tamanhos, sendo as regifes V2 e V3 mais
adequadas para diferenciar todas as espécies bacterianas a nivel
de género e V1 para distinguir entre Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase negativa. Para melhorar esse
desempenho ha estudos que padronizaram o sequenciamento
das regibes V1-V3 utilizando a plataforma MiSeq®System
(Mumina®) (CHAKRAVORTY et al.,, 2007; CHEN et al.,, 2014;
ZHENG et al., 2015). Em contrapartida, foi demostrado que é
possivel obter resultados comparaveis usando regides mais
curtas como é o caso das regides V3 e V4 que foram utilizadas
nesse estudo (SOERGEL et al., 2012; D’AMORE et al., 2016). A
recomendacdo é o sequenciamento de outros genes, como O
rpoB ou sdoA (POYART et al., 2001; DRANCOURT; RAOULT,
2002), quando houver dificuldades com a identificacdo utilizando
0 marcador 16S rDNA.
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Foi pesquisado por gPCR 0 gene mecA para caracterizar
a resisténcia a meticilina/oxacilina presente nos isolados. Assim,
foi feita a confirmagdo da presenca do gene mecA nos oito
controles de MRSA, com 100% de positividade. Das 42 amostras
estudadas, o gene mecA foi detectado em 39 (93%).

Dos catorze isolados de S. aureus, doze foram mecA
positivos. A frequéncia de MRSA tem apresentado um
crescimento continuo em hospitais brasileiros, representando
cerca de 30% a 35% de todos os isolados clinicos, onde os
pacientes infectados ou colonizados sdo o reservatorio principal
e a forma de transmissdo mais comum foi pelas maos dos
profissionais de salde (BREVES et al., 2015). Entretanto, o
estado de Santa Catarina tem apresentado uma notavel baixa
prevaléncia comparado com outros estados do Brasil (SILVEIRA
et al., 2015a).

Dos catorze isolados de S. aureus, dois foram mecA
negativos. Um deles, como esperado, possui um halo de inibigdo
a cefoxitina de 23mm, portanto sensivel a oxacilina segundo as
recomendac¢Bes do CLSI. O outro isolado, curiosamente, possui
um halo de inibicdo a cefoxitina de 6mm, que segundo o CLSI, é
considerado resistente a oxacilina (Tabela 2), descartando a
presenca de um S. aureus mecA positivo sensivel a oxacilina
(OS-MRSA). Estudos recentes sobre OS-MRSA no Brasil, em
Recife-Pernambuco, tem sugerido a uma ampla distribuicdo
dessas cepas em ambiente hospitalar (ANDRADE-FIGUEIREDO;
LEAL-BALBINO, 2016). O fato desse segundo isolado nao ter
apresentado o0 gene mecA, mas ter sido considerado resistente a
oxacilina, sugere que essa cepa pode apresentar outro gene que
confere a resisténcia, como o mecC que nao foi abordado nesse
trabalho. No entanto, no Brasil ainda ndo foi reportado nenhum
caso de MRSA com o homélogo mecC em humanos ou animais
(FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014; DOS SANTOS et al., 2016).
Estudos recentes no Brasil, no estado de Rond6nia, tem sido
descrito isolados mecA negativos de MRSA e MRS, tanto em
amostras de origem animal como de origem hospitalar, e apds
estudos das relacbes genéticas dos isolados, sugerem que foram
transportadas, via contato com alimentos, a partir dos
profissionais da salude ou pacientes (PIERI et al., 2016). Vale
ressaltar que, embora o primeiro isolado mecA negativo tenha
sido considerado sensivel ao teste de difusdo com cefoxitina,
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alguns estudos recentes apontam que isolados mecC positivos
poderiam passar como MSSA (PATERSON; HARRISON,;
HOLMES, 2014; MILHEIRICO; DE LENCASTRE; TOMASZ,
2017).

Das 42 amostras que foram sequenciadas, 28
representam o0 grupo dos Staphylococcus spp. coagulase
negativa (SCoN), das quais, 27 foram mecA positivos, o que
corresponde a 96%. De fato, sabe-se que esse gene esta
amplamente disseminado entre SCoN resistentes a meticilina
(NAHAEI et al.,, 2015). De maneira interessante, no Nnosso
trabalho, o isolado mecA negativo e resistente a oxacilina,
isolado de uma amostra das maos de um profissional da saude,
corresponde a S. sciuri. Ja ha relatos no Brasil de divergéncias
gendmicas entre os genes mecA amplificados no grupo dos
Staphylococcus spp. coagulase negativa, incluindo a espécie S.
sciuri, originando dois grupos diferentes: aqueles isolados de
humanos, equinos, roedores, gatos e caes e outro apenas dos
isolados de bovinos (CALAZANS-SILVA et al., 2014). Portanto,
pode ser que 0 mecA presente no S. sciuri do profissional da
salde seja uma divergéncia gendmica e, dessa forma, ndo possa
ser detectado pelos iniciadores tradicionais utilizados. Por outro
lado, assim como para o caso do S. aureus discutido acima,
pode ser que a resisténcia seja devida a presenca de outro gene,
como o gene mecC (HARRISON et al., 2014).

4.1.2 Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE)

Na tabela 4 encontra-se a descrigcéo dos isolados de VRE
obtidos a partir da semeadura dos 1.745 swabs, com suas
respectivas descri¢des, além dos cinco isolados clinicos.

Dos 17 isolados de VRE, 15 foram isolados dos
pacientes, principalmente dos swabs retais, um da bancada do
posto de enfermagem e um das maos de um profissional da
salude. Destaca-se um paciente da Emergéncia no qual foi
isolado o VRE do swab retal, do swab das maos e do swab
nasal.
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Todos os 17 isolados de VRE foram sequenciados e
submetidos a pesquisa dos genes vanA e vanB.

Assim como no caso dos MRS, foi levado em
consideracdo o maior nimero de sequencias encontrado para
cada amostra. Dos 17 isolados hospitalares de VRE, todas as
amostras foram identificadas como E. faecium com excecdo de
uma amostra que ndo foi possivel fazer a identificacédo pelo 16S
rRNA. Durante a etapa de extracdo do DNA, tivemos dificuldades
para processar as amostras devido a consisténcia das colbnias e
ao tamanho das mesmas. O VRE 3 (Tabela 4) foi identificado
pelo sistema Vitek 2® como E. faecium no laboratério de
Microbiologia do HU/UFSC.

Tabela 4: Isolados hospitalares de VRE obtidos neste estudo (n=17).

Correspondéncia 16S rRNA  vanA  Coleta (mé Unidade Hospitalar Ponto de coleta Sitio de Coleta

VRE 1 E.faecium | Positivo 2016 ut Paciente Urina
VRE 2 E faecium | Positivo 2016 ut Paciente Hemocultura
VRE 3 NI* Negativo 2015 CMI Paciente Swab Retal
VRE 4 E.faecium | Positivo 2015 EMG Paciente Hemocultura
VRE 5 E faecium | Positivo 2015 ut Paciente Swab Retal
VRE 6 E.faecium [ Positivo 2016 CRI Posto de Er omputador/Teléfono
VRE 7 E faecium | Positivo Julho, 2015 CmI Paciente Swab Retal
VRE 8 E faecium | Positivo Julho, 2015 CmI Paciente Swab Retal
VRE 9 E.faecium [ Positivo Agosto, 2015 EMG Paciente Swab Retal
VRE 10 E.faecium [ Positivo Agosto, 2015 EMG Paciente Maos
VRE 11 E.faecium [ Positivo Agosto, 2015 EMG Paciente Nasal
VRE 12 E.faecium | Positivo Agosto, 2015 EMG Paciente Méaos
VRE 13 E faecium | Positivo | Outubro, 2015 EMG Paciente Nasal
VRE 14 E.faecium [ Positivo Outubro, 2015 CMI Paciente Swab Retal
VRE 15 E.faecium | Positivo | Novembro, 2015 cc Profissional Méos
VRE 16 E faecium | Positivo | Dezembro, 2015 UTIB Paciente Swab Retal
VRE 17 E.faecium | Negativo Junho, 2015 UTIA Paciente Swab Retal

Legenda: O "NI" significa amostra ndo identificada pela metodologia 16S
rRNA. E o ™" indica que essa amostra foi identificada pelo sistema Vitek
2® como E. faecium no laboratério de Microbiologia do HU/UFSC. Fonte:
desenwolvida pela autora.

E. faecium e E. faecalis possuem uma elevada
semelhanca na sequéncia do 16S rRNA, apresentando 97,3% de
similaridade (PATEL et al., 1998). Dessa forma, é possivel que a
nossa metodologia ndo consiga diferenciar de forma precisa
essas duas espécies. Ha estudos que demostraram boa
discriminacéo a nivel de espécie utilizando a sequéncia completa
do 16S rRNA (SRINIVASAN et al., 2015). No caso de
dificuldades com a identificacdo utilizando as regides
hipervariaveis V3 e V4, a recomendacao € a utilizagdo de outros
marcadores, como a sequéncia groESL (TSAl et al., 2005). Por
isso, para estudos futuros com esse género bacteriano é
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interessante a utilizacdo da sequéncia completa do 16S rRNA ou
de outros marcadores.

Foi pesquisado, primeiramente, o gene vanA dos 17
isolados hospitalares em estudo e foi detectado em 15 (88%). A
mesma amostra que ndo foi identificada pelo sequenciamento,
nao amplificou o gene vanA na gPCR; a nossa suspeita inicial foi
que tivemos um problema na extracdo do DNA, o procedimento
foi repetido, e mesmo assim ndo foi possivel obter resultado.
Logo, o gene vanB ndo foi amplificado pelos 17 isolados
hospitalares, sendo assim, correspondem a E.faecium vanA
positivas/vanB negativas.

4.2 MALDI-TOF/MS

4.2.1 MALDI-TOF para identificacdo interespecifica

Para definir os critérios de diferenciagdo minimos para
bactérias de diferentes géneros, a padronizacdo da metodologia
foi feita comparando primeiramente as cepas: S. aureus ATCC
29.213, E. faecalis ATCC 29.212, E. coli ATCC 25.922 e P.
aeruginosa ATCC 27.853. Na figura 7 pode-se visualizar uma
representacdo em gel virtual dos fingerprints para cada cepa e o
agrupamento hierarquico entre elas, gerados no programa
ClinProTools. Considerando as cepas bem caracterizadas e a
variabilidade inerente as replicatas, a menor diferenca necesséria
para separacdo das espécies foi em torno de 3% de
dissimilaridade dos perfis proteicos. Além disso, com
aproximadamente 15% de dissimilaridade as espécies de cocos
Gram positivos foram separadas das espécies de bacilos Gram-
negativos. Assim, considerando uma margem de seguranca para
eventuais variabilidades técnicas, esta analise pode indicar que o
melhor ponto de corte para separacdo interespecifica com o
protocolo proposto seja em torno de 5% de dissimilaridade (95%
de similaridade).
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Figura 7: Dendograma resultante da analise de agrupamento hierarquico entre as cepas-padrdo de diferentes

espécies por MALDI-TOF.
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Legenda: O dendrograma criado mostra os agrupamentos calculados a
partir dos espectros (eixo y) e a distancia euclidiana ou a medida de
dissimilaridade entre os agrupamentos (eixo x). Os ndmeros nos ramos
indicam o bootstrap value e corresponde ao grau de confianca que
temos na estrutura do dendograma (UEDA et al., 2015). Os cinco
padrfes estao representados com o nimero de replicatas técnicas (R1,
R2, R3), sendo, Enterococcus faecalis Ef, Staphylococcus aureus Sa,
Escherichia coli Ec e Pseudomonas aeruginosa Pa. A linha vertical
representa a menor diferenca para separacdo das espécies. Fonte:
desenwolvida pela autora.

Posteriormente utilizamos as analises estatisticas do
ClinProTools para identificar picos com poténcia aparentemente
alta para separar as quatro classes que diferenciaram as
espécies. Para isso o programa gerou uma tabela com o valor
médio da relagdo entre arealintensidade do pico para a classe
(Ave), e esses valores foram, posteriormente analisados pelos
testes estatisticos (PTTA, PWKW e PAD). O teste estatistico
calcula um valor de p do teste ANOVA (PTTA) para cada pico,
que corresponde a uma medida da probabilidade de que exista
uma associagdo entre as diferentes classes; mas a poténcia do
valor do p depende, principalmente, da quantidade de classes,
da distribuicdo normal/anormal dos dados e do numero de
amostras para cada classe. O limite geralmente aceito dos
valores de p, para considerar um resultado significativo, é de
0,05. Quanto mais baixo o valor p, maior sera a poténcia do pico
para diferenciar as quatro classes. O ClinProTools fornece uma
lista de picos classificados de acordo com a significancia
estatistica para diferenciar as classes, e no nosso trabalho o
numero de picos foi 91. Assim, a lista dos picos classificados, foi
exportado em formato CSV e analisado manualmente no
Microsoft Excel, considerando o valor de p<0,05. No quadro 1
visualiza-se a lista de picos para cada classe que poderiam ser
considerados para estudos futuros, note-se que os valores de
PTTA estdo no intervalo de 0,0005-0,02.

O valor de p do teste Anderson-Darling (PAD) fornece
informac6es sobre a distribuicdo normal dos dados, sendo que o
resultado para todos os picos das quatro classes foram valores
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bem préximos a zero. Como utilizamos diferentes géneros
bacterianos espera-se ter dados ndo uniformemente distribuidos
(PAD=0). Entdo para dados nao uniformemente distribuidos é
preferivel a utllizacdo do valor de p do teste
Wilcoxon/Kruskal/Wallis (PWKW), que da uma estimativa da
probabilidade de que as diferencas de intensidade dos picos
possam ser observadas ao acaso. Nesse caso, os valores de
PWKW obtidos para os 20 picos de interesse foram >0,05,
indicando que h& probabilidade de que as diferencas de
intensidade  observadas dos picos individuais sejam
coincidéncias (GRIFFIN et al., 2012). Portanto, para confirmar a
capacidade dos picos de discriminar entre classes € necessario
utilizar uma maior quantidade de amostras para cada classe e
analisar com outros testes estatisticos, bem como outros
modelos matematicos de classificacdo do ClinProTools que néo
foram abordados nesse trabalho.

Quadro 1: Andlises estatisticas do programa ClinProTools dos 20 picos
de interesse das cepas-padréo.

Mass DAve | PTTA | PWKW PAD Avel | Avel | Aved | Aved

436473 | 2059 | 000458 | 0.0776 | 0000574 | 2116 | 436 | 4356 | 057

534128 | 2348 | 000048 | 0.0776 | 0000113 | 23.68 | 3.97 | 021 137

538034% | 5408 | 000186 | 0.0797 5.15E-06 | 5445 | 297 038 054 Classe 1
Escherichia coli ATCC 25922

631422 | 2059 | 00004 | 0.0776 | 00000232 | 2075 | 016 | 179 | 244

9536.64 | 1522 | 0.00136 | 0.0776 | 0.0000051 | 1539 ( 038 | 071 | 023

205736 | 213 000753 | 0.0776 | 00000812 | 059 | 214 1.04 0.1

340011 | 2026 | 000423 | 0.0797 | 00000232 | 056 | 2048 | 06 022
345032 161 000252 | 0.0857 | 00000161 | 053 | 1616 | 092 | 068

347166 | S5.62 | 000136 | 00776 | 00000171 | 044 | 5560 | 078 | 007 gi?ﬁ;cws faecalis ATCC 29212
3488.13 | 6751 | 000275 | 00776 | 00000194 | 038 | 6750 | 059 | 008
4432067 | 3072 | 00154 | 00776 | 0012 | 162 | 3095 | 1862 | 023
516888 | 3211 | 00132 | 00776 | 00000171 | 336 | 017 | 3228 | 053
| 520048 | 6063 | 000165 | 00776 | s1sE0s | 42 | 052 | 7015 | oso ‘
573623 | 1706 | 000527 | 00776 | 515E06 | 0.74 | 015 | 1707 | 001 Classe 3

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

60455 | 1427 | 00132 0.0776 | 0.0000051 | 0.27 | 048 | 1434 | 0.07
667362 | 2968 | 000739 | 0.0776 | 00000051 | 0.28 | 0.69 | 2985 | 101

3006.22= | 3857 | 00159 | 0.0776 | 0.000393 138 [ 038 09 | 3678

552387 | 732 0.0159 0.0776 0.00152 026 | 013 058 736

Classe 4
6888.10 | 1862 | 00173 | 0.0981 | 0.000872 | 005 | 068 | 133 | 17.20 Staphylococcus aureus ATCG 29213

691032 | 1128 | 000356 | 0.0776 0.00052 0.00 | 0.02 22 844
Legenda: O simbolo ™" indica aqueles picos que ja foram descritos em
outros estudos como marcadores da classe. Para a classe 1 e 2
(SANTOS et al., 2015) e para a classe 4 (JOSTEN et al., 2013). Mass,
massa m/z (Da); DAwe, diferenga entre a média méxima e minima da
area/intensidade do pico para cada classe; PWKW, valor p de Wilcoxon
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(todos foram <0,1); PAD, valor de p do teste de Anderson-Darling
(intervalo de 0-1; 0, ndo uniformemente distribuido; 1, uniformemente
distribuido); Ave, média de area/intensidade do pico da classe. Fonte:
desenwolvido pela autora.

Além das quatro cepas-padrdo foram testadas oito
cepas-controle de S. aureus resistentes a meticilina com
caracteristicas bem definidas por outros marcadores (Tabela 1).
A andlise de componentes principais (PCA) no programa
ClinProTools foi feita por meio de comparages entre 0s picos
gue contribuiram de forma mais significativa para a separacéo
das classes. Na figura 8 pode-se observar que a analise mostrou
uma distingdo clara entre as quatro cepas-padrdo e agrupou
todas as cepas-controle de S. aureus resistentes a meticilina com
0 S. aureus ATCC 29.213, distinguindo claramente das outras
espécies.

Figura 8: Analise de Componente Principal (PCA) das cepas-padrédo e
cepas-controle de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Controles de MRSA
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4.2.2 MALDI-TOF para identificacéo intraespecifica

Um dos maiores problemas na caracterizacdo de SCoN é
a diferenciacdo a nivel de espécie, jA& que as analises
bioguimicas convencionais nao sdo suficientemente especificas,
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diferentemente do observado para S. aureus. Para avaliar se o
protocolo de MALDI-TOF proposto pode auxiliar nesta
identificacdo, analisamos os 33 isolados de SCoN que foram
identificados por sequenciamento do 16S rRNA.

Para facilitar a interpretacdo dos resultados, utilizamos
siglas indicando o resultado obtido na caracterizacdo prévia dos
isolados. Assim, entre os SCoN resistentes a oxacilina
(MRSCoN) temos o S. haemolyticus (MRSH), S. sciuri (MRSCi),
S. warneri (MRSW), S. capitis (MRSC), S. epidermidis (MRSE) e
S. saprophyticus (MRSS). Além disso, uma cepa sensivel a
oxacilina, S. sciuri (MSSCi), também foi analisada.

Na analise de picos comuns obtivemos picos m/z que
poderiam discriminar os isolados para 28 dos 33 isolados.
Espécies representadas somente por 1 ou 2 isolados néo
apresentaram picos comuns, a saber: MRSC16 e 21, MRSE11l e
MRSS38. Também o isolado MRSH42 n&do apresentou picos
comuns ao seu agrupamento, podendo se tratar de um isolado
variante ou mesmo um erro na identificagéo por sequenciamento.
Nos demais isolados procuramos por picos presentes em SCoN
e ausentes no S. aureus ATCC 29.213, de forma a selecionar
possiveis marcadores especificos.

No dendograma da figura 9, pode-se visualizar quatro
agrupamentos, sendo que a cepa sensivel a meticilina nao foi
agrupada com o restante das cepas resistentes a meticilina. No
quadro 2, podem ser observados o0s picos comuns a todos o0s
isolados de cada agrupamento por espécie de SCoN, bem como
a distribuicao espacial e temporal dos isolados.

Considerando os picos exclusivos descritos no trabalho
para cada espécie de Staphylococcus spp., fizemos a busca por
picos comuns nos outros 30 isolados de SCoN, na tentativa de
fazer a identificacdo da espécie baseada no método de MALDI-
TOF desenvolvido (Figura 10). Para esta comparacdo foram
escolhidos os isolados MRSA1, MRSA9, MRSA37, MRSCi35,
MRSH27 e MRSW13. Note-se que esses isolados de SCoN, no
dendograma da figura 9, fizeram parte dos clusters principais.



Figura 9: Dendograma de 33 isolados MRS
sequenciamento 16S rRNA.
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meticilina (MRSCi), S. warneri resistentes a meticilina (MRSW), S.
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capitis resistentes a meticilina (MRSC), S. epidermidis resistentes a
meticilina (MRSE), S. saprophyticus resistentes a meticilina (MRSS) e
S. sciuri sensivel a meticilina (MSSCi) Fonte: desenwolvido pela autora.

Quadro 2: Picos comuns aos agrupamentos por espécie de SCoN e
distribuicdo espacial e temporal dos isolados.

Picos comuns aos
Agrup i por i do Codigo do isolado Llnid_ade Localizagdo da Ponto de Data da coleta
espécie Hospitalar amostra coleta
agrupamento
32 EMG Ambiente Leito Setembro, 2015
2455.2, 3762.9,
MR . . M Ambi M b 1
SCi 4306.7, 47856 33 EMG mbiente aca Setembro, 2015
35 CRI Ambiente Banheiro Outubro, 2015
17 EMG Ambiente Leito Junho, 2015
19 CMI Paciente Retal Julho, 2015
20 CMI Paciente Nasal Julho, 2015
22 uTl Paciente Nasal Julho, 2015
27 CMI Ambiente Cama/Mesa | Setembro, 2015
2 uTl Ambiente Carinho de | ¢ tembro, 2015
42027, 4478.6 i
MRSH 4517.6, 4754.4 2 EMG Ambiente G”IZE: % | setembro, 2015
il EMG Ambiente Maca Setembro, 2015
34 EMG Ambiente Cadeira Setembro, 2015
3 EMG Ambiente Grades d& 1 o 4ubvo, 2015
leito
42 uTl Ambiente Termémetro | Dezembro, 2015
gﬂf-;: ggg 12 uTl Ambiente Bancada | Maio, 2015
26125, 2628.9,
2788.8, 2811.7 13 uTl Profissional Celular Junhe, 2015
MRSW 2828.2, 2900.6,
29234, 2939.2, N
29720, 3607.5, 14 uTl Ambiente Moniter Junho, 2015
5457.0, 5494.8
5906.3 15 uTl Profissional Jaleco Junho, 2015

aureus. Fonte: elaborado pela autora.

O dendograma da figura 10 mostra um agrupamento
subdivido por espécie.

Sendo assim, 0 agrupamento obtido pode ser
extrapolado a espécie bacteriana identificada pelo 16S rRNA (os
picos sublinhados, m/z +3, também foram encontrados no quadro
2 e na figura 10 e podem ser considerados espécie-especificos):

- osisolados MRS 70, 72, 46, 63 e 67, agrupados com 0s
isolados de S. aureus, provavelmente sédo da espécie S. aureus
(sem relacdo com a resisténcia a meticilina). Os picos comuns
aos isolados do grupo sdo m/z 3783.1, 4306.1, 4343.0, 4821.8,
5032.2, 5070.6, 5302.5, 5932.3, 6353.4, 6610.9, 6888.9, 7565.5
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e 7730.2. Osisolados MRS 46 e 72, amostras que correspondem
ao swab nasal de um paciente e as cadeiras da recep¢do da
emergéncia, estdo agrupados com os isolados de S. aureus.
- osisolados MRS 47,57, 48, 69, 55, 56, 58, 71, 53,49 e

50, agrupados com o isolado MRSW13, provavelmente sdo da
espécie S. warneri. Os picos comuns aos isolados do grupo sao
m/z 2124.4, 2222.0, 2418.6, 2438.1. 2454.3, 2611.9, 2827.8,
2971.4, 3110.1 e 5458.7. O isolado MRS 58 possui 100% de
similaridade com o MRSW13.

- os isolados MRS 44, 45, 51, 52, 54, 59, 60, 61, 62, 64,
65, 66 e 68, agrupados com o MRSH27, provavelmente sdo da
espécie S. haemolyticus. Os picos comuns para todos os
isolados correspondem ao m/z 4292.9, 5932.3 e 6888.9.
Entretanto, os picos m/z 5932.3 e 6888.9 também estéo
presentes em S. aureus ATCC 29213, mas 0 pico m/z 4292+1 é
especifico para nosso grupo de MRSH. Interessantemente, o
pico 6888.9 ndo foi encontrado em nenhuma cepa VISA/hVISA
(Figurall).




Figura 10: Dendograma dos isolados de MRS com espécie
desconhecida.
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Legenda: O simbolo “*" indica os agrupamentos dos MRS. A cor preta
indica a presenca do pico e a cor cinza auséncia do pico para essa
cepa. Fonte: desenwolvido pela autora.

Neste ultimo caso, nossos resultados mostram que 35%
dos isolados de MRS séo S. haemolitycus, considerando as 13
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identificadas no 16S rRNA e as 9 associadas com o MRSH27, de

um total de 63 MRS.

Figura 11: Espectro representativo do pico m/z 6888+3 em MSSA,

MRSA e hVISA.
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Estudos recentes sobre S. haemolyticus nosocomiais
ressaltam a dificuldade do monitoramento epidemiolégico nessa
espécie e a necessidade de um método de tipagem rapido e
confiavel.

Os resultados demonstrados acima s&80 promissores,
indicando que o método de MALDI-TOF padronizado tem
potencial para ser utilizado na identificacdo das espécies do
género Staphylococcus, mas que precisa ser melhor estudado.
Para comprovar nossa hipétese e confirmar a identificacdo das
espécies de MRS desconhecidas, os isolados foram enviados ao
CDC para identificag@o por MALDI-TOF em sistema padronizado.

4.2.3 MALDI-TOF para estudos de variabilidade

Para investigar se o MALDI-TOF em conjunto com o
software ClinProTools consegue estabelecer relacdes entre
cepas de S. aureus genotipicamente diferentes, foi realizado o
agrupamento hierarquico dos fingerprints das oito cepas-controle
de MRSA e das quatro cepas-controle hVISA.

Na figura 12, considerando uma linha de corte arbitrario
de 5%, pode-se visualizar a separa¢do em quatro agrupamentos
principais: i) cepa USA400, ii) cepas EMRSA-16 e USA300, iii)
demais cepas MRSA (OSPC, NYJ, EMRSA-15, CEB e PC) e iv)
cepas VISA/hVISA (hVISA 5, SI13 hVISA, Mu50 e Mu3). A
similaridade global entre as cepas foi de 85%. E importante
destacar que as cepas VISA/hVISA utilizadas também sao
MRSA, mas possuem a caracteristica adicional de resisténcia
intermediaria a vancomicina (SILVEIRA et al., 2015b). Assim,
apesar da similaridade de >85%, o protocolo proposto foi capaz
de agrupar as cepas VISA/hVISA separadamente das demais
cepas MRSA.
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Figura 12: Dendograma resultante da analise de agrupamento hierarquico entre as cepas-controle de MRSA e hVISA
por MALDI-TOF.
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Legenda: O dendrograma criado mostra os agrupamentos calculados a
partir dos espectros (eixo y) e a distancia euclidiana ou a medida de
dissimilaridade entre os agrupamentos (eixo x). Os nimeros nos ramos
indicam o bootstrap value e corresponde ao grau de confianca que
temos na estrutura do dendograma (UEDA et al., 2015). Na figura a
note-se que as cepas possuem replicatas biolégicas (R1, R2, R3, R4),
por esse motivo, o ramo de cada cepa esta subdividido. Na figura b se
observa a representacdo em gel virtual das oito cepas-controle de
MRSA e as cepas-controle de hVISA (Mu 3, Mu50, hVISA 5 e SI3
hVISA). Fonte: desenwolvido pela autora.

As ligac6es epidemioldgicas entre clones bacterianos sédo
avaliadas por tipagem molecular, tal como com PFGE e MLST. A
tipagem por MALDI-TOF tem sido avaliada como uma nova
ferramenta para a investigacdo de surtos de MRSA em tempo
real, e na literatura se encontra uma concordancia de até 93%
em relacdo as técnicas de tipagem de referéncia (STEENSELS
et al., 2016). Nesse contexto, comparamos 0s resultados de
PFGE descrito por Silveira et al. (2015) e Sousa-Junior et al.
(2013), para essas mesmas cepas, com 0s gerados na analise
dos espectros de MALDI-TOF. De maneira geral na figura 12a,
nao parece haver correlacdo dos agrupamentos gerados nesta
andlise com as caracteristicas ja conhecidas das cepas (Tabela
1) obtidas por outros métodos (MLST, tipagem do SCCmec,
PFGE). Como exemplo, o par NewYork/Japan e Pediatric Clone
(que possuem o mesmo sequence type ST5, mas SCCmec
diferentes) possui uma similaridade de 60% em relagdo a todas
as cepas-controle no estudo de Silveira et al. (2015); j& na
analise de agrupamento hierarquico pelo MALDI-TOF (Figura
12a) possuem uma similaridade de 98%, mas também estdo no
mesmo grupo de cepas com distintos STs.

Devido a degeneracédo do codigo genético, é esperado
que a variabilidade gendmica seja menor que a protedmica, mas
também € esperado que a expressdo proteica seja mais
susceptivel a diferencas nas condi¢des de cultivo, gerando uma
maior variacdo nas replicatas do ensaio (Figura 12a). Assim, o
menor poder discriminatério do método proposto também é
devido a variabilidade do ensaio, j& que o ponto de corte
arbitrdrio é deslocado para desconsiderar a variacdo das
replicatas (EGLI et al.,, 2015). As diferengas nas réplicas
biol6gicas podem ser devidas a utilizagao da colénia diretamente
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na placa, sendo dificil a padronizagdo da quantidade utilizada.
Pensando nisso, variagbes na preparacdo da amostra, como
extracdo de proteinas a partir de condicdes de cultivo
padronizadas, tém sido utilizadas e demonstraram um aumento
na resolucdo do MALDI-TOF (STEENSELS et al., 2016).

Apesar do poder discriminatério do MALDI-TOF para
analises de clonalidade em S. aureus ser questionado pelos
nossos resultados e por outros autores (LASCH et al., 2014),
alguns autores relatam sucesso em suas analises (SAUGET et
al., 2017). Para aprofundar esta abordagem, analisamos nossos
isolados frente a 16 picos (Quadro 3), descritos por diferentes
estudos de tipagem bacteriana e compilados no trabalho de
Sauget et al. (2017), dos principais complexos clonais de S.
aureus.

Quadro 3: Biomarcadores proteicos encontrados nos principais
complexos clonais de Staphylococcus aureus.

Picos m/z (Da)

Legenda: a cor preta indica presenca do pico, a cor cinza indica
auséncia do pico e a cor branca indica picos incluidos no modelo de
tipagem do complexo clonal (CC) mas a presenga ou auséncia néo é
determinante. Fonte: Adaptado de Sauget et al. (2017).

Na tabela 5, pode-se visualizar que o pico m/z 3876 s6
estd presente em EMRSA-15 (CC22), USA 300 (CC8), CEB
(CC8) e MRSA 3, embora no quadro 3 se mostra comum para 0s
CC8, CC22, CC30, CC45 e CC398. Sendo assim, esse pico
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deveria ser detectado nas cepas-controle CC30, EMRSA-16 e
OSPc, 0 que ndo aconteceu.

O pico m/z 5031+3, correspondente a uma proteina
ribossomal, esta presente em todos os isolados e cepas do
estudo de Sauget et al. (2017), excetuando EMRSA-15 (CC22),
porém aqui s6 esta presente em 2 MRSA clinicos.

De forma curiosa, o pico m/z 6591+1, especifico do CC8,
foi registrado em CEB (CC8), EMRSA-15 (CC22), EMRSA-16
(CC30), PC (CC5), MRSAL, MRSA3, MRSA 4, MRSA 6, MRSA7
e MRSA 9. Nao sendo detectado no USA 300 (CC8).

O pico m/z 6610+2, correspondente a uma tautomerase,
foi encontrado no: EMRSA-15, EMRSA-16, USA 300, CEB, PC,
MRSA 1-4, MRSA 6-9. Esperava-se a detec¢cdo nas cepas-
controle NYJ (CC5) e OSPc (CC30).

Tabela 5: Identificac&o de biomarcadores proteicos descritos por Sauget
et al. (2017) nas cepas-controle de MRSA e nos isolados hospitalares
MRSA 1-9.

EMRSA-15 EMRSA-16 USA300 USA400  CEB HY) 0SPC PC  mnmomwm®a

Legenda: a cor cinza indica a presenca do pico na cepa. Fonte:
desenwolvido pela autora.

Na figura 13b, pode-se visualizar a representacdo em gel
virtual dos espectros dos isolados clinicos MRSA1 a 9 gerado no
programa ClinProTools. Podemos notar que os espectros dos
isolados MRSA2, MRSA4 e MRSA9, possuem um perfil proteico
diferente dos demais. Entretanto quando analisamos 0s mesmos
isolados no dendograma, o MRSA4 se encontra separado do
agrupamento dos isolados MRSA2 e MRSA9, mostrando menor
similaridade com o par (61%).

Assim, a utilizacdo desses biomarcadores ndo permitiu a
classificacdo dos nossos isolados nos complexo clonais (CC) ja
descritos, confirmando o baixo poder discriminatério do método
para andlises de clonalidade.
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4.2.4 MALDI-TOF paraanalise de marcadores de resisténcia

Nessa etapa foram analisadas as 14 amostras
identificadas como S. aureus (MRSA 1-9, MRSA 18, MRSA 24,
MRSA 37, MSSA 10 e MSSA 29), além das cepas-controle de
MRSA e de hVISA e a cepa-padrdo S. aureus ATCC 29.213
(Tabela 1).

O dendograma da figura 13a, gerado no programa Mass-
Up, mostra um aparente agrupamento dos isolados VISA/hVISA,
demonstrando uma diferenca consideravel no perfil proteico
comparado aos isolados MRSA e MSSA. Entretanto, como
discutido no item anterior, a metodologia de MALDI-TOF
proposta neste trabalho ndo apresentou poder discriminatdrio
suficiente para inferéncias de similaridade dos isolados MRSA
com os clones epidémicos utilizados.
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Figura 13: Dendograma da analise de agrupamento dos espectros das cepas e isolados de S. aureus
representacdo em gel virtual das amostras MRSA.
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Legenda: Na figura a, o simbolo "*" indica o comego do agrupamento
dos isolados/cepas MRSA. Na area dos picos comuns, a cor preta
indica a presenca do pico e a cor cinza auséncia do pico para essa
cepa. Na figura b, representacdo em gel \virtual dos espectros de
massas de nove isolados hospitalares de MRSA isolados de pacientes.
Fonte: desenwlvido pela autora.

Considerando os isolados MSSA10, MRSA 18, MSSA 29
e MRSA 37, vemos que foram agrupados entre os isolados
MRSA, e ndo estdo relacionados de forma consideravel entre
elas.

Assim, a andlise genérica da topologia do dendograma
nao fornece mais informacdes acerca do perfil de resisténcia dos
isolados, exceto pela aparente divergéncia das cepas
VISA/hVISA em relac@o aos demais isolados MRSA e MSSA.

Para aprofundar a analise, foi realizada a deteccdo de
picos comuns entre os isolados e cepas-controle. Assim obteve-
se uma lista de 16 picos que podem ser Uteis para a analise de
marcadores de resisténcia (diagrama da figura 13a), sendo que o
pico m/z 6888, que ja tinhamos descrito no quadro 1, e 0 m/z
6572 ndo estdo presentes em nenhum dos isolados de hVISA.
Note-se que todos 0s picos estdo presentes no S. aureus ATCC
29.213. Também vale destacar que o pico m/z 2415, descrito por
Rhoads e colaboradores (2016) como indicativo da presenca do
gene mecA em Staphylococcus néo foi encontrado nos isolados
analisados. Somente nos isolados de S. warneri encontramos um
pico proximo em m/z 2418.6.

Os isolados MRSA18 e MRSA 24 possuem um perfil
mais préximo ao agrupamento dos hVISA, sendo que a
heterorresisténcia a vancomicina sera pesquisada
posteriormente nesses isolados para confirmar a validade dos
marcadores.

Nota-se também que as cepas sensiveis a meticilina
foram agrupadas com as cepas resistentes, compartilhando
varios picos em comum, a exce¢édo do MRSA 18, que nao possui
0s picos comuns listados na figura 13.
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Visando obter uma melhor resolu¢cdo do espectro, foi
construido um dendograma com as cepas-controle de MRSA e
isolados MRSA com o programa ClinProTools. Na figura 14, se
observa a representacdo em gel virtual dos fingerprints, se
destacam dois perfis principais, confirmados com o dendograma
gerado. Um cluster menor que agrupa as amostras USA 300,
EMRSA-16, MRSA2, MRSA4, MRSA9 e MRSA18, e um cluster
maior que inclui as amostras USA 400, OSPc, CEB, EMRSA-15,
NYJ, PC, MRSA1, MRSA3, MRSA5-8.

Considerando o agrupamento hierarquico obtido na figura
14, foi feito a pesquisa de biomarcadores de resisténcia,
comparando duas classes: a classe 1 que corresponde a cepa
MSSA (Staphylococcus aureus ATCC 29.213) e a classe 2 que
corresponde aos isolados e cepas MRSA (USA 400, OSPc, CEB,
EMRSA-15, NYJ, PC, MRSA1, MRSA3, MRSA5-8). O
ClinProTools gerou uma lista de 105 picos, classificados de
acordo com significAncia estatistica, utilizando o modo de
classificacdo do valor PTTA. Essa lista foi analisada
manualmente no Microsoft Excel, como foi mencionado no item
4.2.1, e foram filtrados nove picos que poderiam diferenciar
isolados MSSA e MRSA (Quadro 4).



Figura 14: Dendograma de cepas-controle de MRSA e isolados MRSA com o programa ClinProTools.
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Quadro 4: Andlises estatisticas do programa ClinProTools dos nowe
picos de interesse para diferenciar isolados de S. aureus sensiweis e
resistentes a meticilina.

Numero do pico |Massa (Da) | DAve | PTTA |PWKW PAD Avel | Ae2 [ SD1 | SD2 | CV1 | CV2 |AUC da Curva COR
6 2302.91 | 6.03 | 0.486 | 0.551 | 0.00936 | 35.2 |29.16| 3.6 | 6.85[10.23| 23.5 0,814815
10 2449.6 9.72 10.0109| 0.551 |<0.000001| 0.31 [10.03| 0.16 |14.23|52.28(141.79 0,768519
12 2630.18 [10.76] 0.128 | 0.551 | 0.00427 |[30.11]19.35| 3.79 [11.94[12.59| 61.72 0,787037
18 2972.96 3.1 | 0.272 | 0.551 0.166 15.99]12.89| 1.11 | 6.79 | 6.96 | 52.68 0,768519
19 3000.61 | 3.01 | 0.725 | 0.783 | 0.00705 [37.77]40.78| 2.11 [16.11| 559 | 39.5 0,648148
22 3072.93 [16.34]0.0402| 0.278 | 0.00951 | 9.69 [26.03| 4.14 [13.52(42.69| 51.95 0,925926
38 5021.77 | 6.62 | 0.725 | 0.783 | 0.00738 [14.65| 8.03 |14.44| 5.85 [98.57| 72.85 0,62963
47 5292.05 | 2.26 | 0.725 | 0.692 | 0.00746 | 4.94| 7.2 | 3.19 4 16453 55.51 0,685185
51 5513.27 | 8.56 | 0.725 | 0.551 | 0.00409 |[15.17| 6.61 |12.67| 4.58 [83.52| 69.3 0,759259

Legenda: Avel e Awe2, correspondem a razao entre a area do pico e a
intensidade média da classe 1 (MSSA) e da classe 2 (MRSA),
respectivamente; SD1 e SD2, desvio padrdo da razdo entre a area do
pico e a intensidade média da classe 1 (MSSA) e da classe 2 (MRSA),
respectivamente; CV1 e CV2, o coeficiente de variagédo (%) da classe 1
(MSSA) e da classe 2 (MRSA), respectivamente. Fonte: desenwolvido
pela autora.

Além disso foram obtidas as curvas para avaliacdo da
gualidade de discriminacdo de cada pico, denominada curva
Caracteristica de Operacao do Receptor (COR) ou curva ROC
(Receiver operator caractheristic), no programa ClinProTools. As
curvas foram geradas com o modelo SVM (Support Vector
Machines) e nos informam sobre a especificidade e sensibilidade
do pico em estudo. Sendo que um resultado com especificidade
e sensibilidade igual a 1, que corresponde ao resultado ideal,
mostraria uma curva COR que comeca na origem, depois
ascende verticalmente até o valor 1 do eixo y e finalmente se
estende horizontalmente até o valor 1 do eixo x (GRIFFIN et al.,
2012). Na figura 15 pode-se visualizar as nove curvas COR.
Pode-se observar que todas as curvas ascendem verticalmente
da origem até valores de 0,25-0,85 do eixo y, e vao se curvando
em direg&o ao valor 1 do eixo x. Pode-se estudar o desempenho
geral do pico para diferenciar isolados MRSA de MSSA com
ajuda do valor AUC (area under the ROC curve), que correponde
a uma medida do valor médio de sensibilidade para todos os
possiveis valores de especificidade. Um valor de AUC de 0,5
corresponde ao limite inferior, que resulta numa curva COR em
linha diagonal e é interpretado como o puro acaso. Um valor de
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AUC maior a 0,5, nos indica que ndo ha dependéncia do puro
acaso e que o marcador tem alguma capacidade de discrimimar
MRSA de MSSA. J& uma curva COR com uma AUC mais
proxima a 1, mostra um melhor desempenho global e um valor
de AUC igual a 1, é aquele que foi preciso de forma perfeita
(SEONG; JIN; CHANG-HEE, 2004; GRIFFIN et al., 2012). Os
valores de AUC dos picos em estudo, 6, 10, 12, 19, 22, 38, 47 e
51, como se mostra no quadro 4, foram todos superiores a 0,62.
Sendo que o pico 22 (m/z 3072.93), possui um valor de AUC da
curva COR de 0,93, proximo a 1, mostrando uma excelente
perfomance para discriminar os isolados. Porém, ja tém sido
demostrado que a correlagdo dos picos comuns considerando
cepas com fatores de resisténcia ou viruléncia, poderia ser
aparente, ou seja, devido a efeitos da clonalidade (SZABADOS
et al.,, 2011; SPINALI et al., 2015). Para confirmar esta hipétese,
analisamos todos os picos listados no quadro 4 com uma
diferenca de +4 Da (Quadro 5). Nele podemos observar um pico
género-especifico (m/z 5302), mas nenhum presente
exclusivamente em todas as amostras MRSA.

Quadro 5: Pesquisa dos potenciais biomarcadores de resisténcia nos
isolados.

Sau ATCC EMRSA- USA
29.213 EB 15 NYJ |OSPc| PC 400 MRSA 1| MRSA 3 MRSA 5| MRSA 6 MRSA 7 MRSA 8

[a]

Pico m/z

2306.3428
2453.9048
2635.1611
2978.9663
3006.3438
3008.8936
3075.766

5302.6245
5516.7036

Legenda: a cor cinza indica presenca do pico. Fonte: desenwolvida pela
autora.
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Figura 15: Curvas COR dos nove picos candidatos a biomarcadores de resisténcia.

Legenda: O eixo x corresponde a especificidade e o eixo y corresponde a sensibilidade. Fonte: desenwlvida pela
autora.
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4.2.5 MALDI-TOF para analise global das cepas e isolados
de Enterococcus spp resistentes a vancomicina (VRE)

As analises de MALDI-TOF dos isolados VRE foram
limitadas devido aos poucos controles disponiveis e a algumas
dificuldades técnicas no manuseio das amostras conforme sera
discutido a seguir.

A partir dos espectros de MALDI-TOF para os isolados
VRE, foi obtido no programa Mass-Up uma lista comparativa
entre os picos dos 17 isolados hospitalares com os picos da
cepa-padrao E. faecalis ATCC 29.212. Foram detectados 506
picos diferentes, entre os quais, 0 pico com m/z 4430+3 foi
comum entre todos os isolados. De fato, estudos prévios tém
descrito esse Unico pico como marcador especifico do género
Enterococcus spp. (SANTOS et al., 2015), o que foi demonstrado
no nosso trabalho. A comparacao do pico m/z 443013 com as
massas moleculares das proteinas da base de dados da cepa E.
faecalis ATCC 29.212, sugere a proteina ribossomal L36
(Nimero de acesso: AIL04102.1). Apesar de caracteristico do
género, este pico ndo é um bom marcador intraespecifico.

Por comparacdo dos fingerprints dos isolados com a
cepa-padrao, os isolados foram identificados a nivel de género.
Na figura 16, podem-se visualizar os espectros e 0 dendograma.
Note-se que neste Ultimo, estdo representados os dois picos
mais comuns (m/z 4428, 6511 e 7288). O pico m/z 4428 foi
automaticamente encontrado no controle e em 15 amostras
(ATCC, VRE1-8, VRE10, VRE1l e VRE13-17). Foi feita uma
busca manual nas duas amostras restantes, VRE8 e VRE9, por
picos dentro do intervalo m/z 4.430+3, sendo encontrado o m/z
de 4.433 e de 4.431, respectivamente.

Os picos de m/z 7.288+3 e 6511+3 foram descartados
como possiveis marcadores por ndo ser encontrados em cinco
amostras. Além disso, foram pesquisados outros picos comuns
para a espécie E. faecium, como possivel biomarcador de
espécie, e s6 foram encontrados picos de baixa intensidade e
com m/z>16.000. Sabe-se que o intervalo de massa de 2-12 kDa
€ utilizado preferencialmente para a pesquisa de sinais
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potencialmente disponiveis para a caracterizacdo das espécies,
sendo assim, esses picos comuns foram descartados como
possiveis marcadores (LASCH et al., 2014).

Figura 16: Espectros de massas e dendograma obtidos para o género
Enterococcus spp.
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Legenda: a) Espectro representativo da cepa E. faecalis ATCC 29.212 e
do isolado hospitalar VRE 5. Nota-se o pico m/z 4.430+3 indicado na
figura. b) Dendograma das 17 amostras de VRE e da cepa E. faecalis
ATCC 29.212. A cor preta indica presenca do pico e a cor cinza
auséncia do pico para esse isolado. Fonte: desenvolvido pela autora.

O MALDI-TOF possui resolugdes taxondmicas variadas
dependo dos microrganismos e da metodologia de preparacao
da amostra, como por exemplo, tém cepas que foram
identificadas até a subespécie e inclusive foram classificadas
pelo sorotipo (SANDRIN; GOLDSTEIN; SCHUMAKER, 2013).
Nesse contexto, ja se tem conhecimento que a resolucao a nivel
de espécie nos Enterococcus spp. de origem ambiental, humana
ou de animais, pode ser melhorada por meio de um pré-
tratamento da amostra, utilizando o protocolo de extracdo com
etanol/acido formico ou com uma enzima como lisozima (GIEBEL
et al.,, 2008; QUINTELA-BALUJA et al., 2013). A deteccdo de
picos marcadores, ap6s uma metodologia de preparacdo da
amostra pode ser falha, pois diferentes metodologias geram
diferentes espectros. De fato, os picos para diferenciacdo de E.
faecium e E. faecalis, descritos por Quintela-Baluja (2013), néao
foram encontrados no nosso trabalho. Além disso, a qualidade
dos dados gerados no MALDI-TOF pode ser influenciada pelo
meio de cultura de isolamento. Recomenda-se a utilizagdo de
meios de cultura ndo seletivos e a padronizagcédo da quantidade
de bactérias colocada no spot (VELOO et al., 2014; SANTOS et
al., 2015).

No dendograma da figura 16b pode-se visualizar que ha
uma clara divisdo entre a cepa-padrdo E. faecalis dos demais
isolados de E. faecium.

Na pesquisa de picos marcadores de resisténcia
antimicrobiana, ha estudos que mostram uma correlacdo entre a
presenca dos picos m/z 3516 e 3644 e E. faecium vanA
positivos, utilizando o programa ClinProTools (WEI et al., 2014).
Nenhum desses picos foram encontrados nos 17 isolados VRE
do nosso estudo, isto pode ser devido a etapa de preparagéo
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prévia das amostras realizada nos estudos mencionados acima e
as condicdes de cultivo inicial.

Para E. faecium van B positivo foi descrito por Griffin et
al. (2012), os biomarcadores m/z 2.211, 5.095, 5.945 e 8.328, os
guais também nao foram encontrados nas 17 cepas do nosso
trabalho.

Assim, para as condi¢Bes testadas, ndo foi possivel a
identificacdo de marcadores proteicos para identificagdo
especifica de espécies de Enterococcus spp. ou para estudos de
resisténcia e variabilidade.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho procurou analisar biomarcadores
proteicos para identificacdo fenotipica e avaliagdo de resisténcia
e de variabilidade em isolados de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina (MRS) e de Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE). Com a metodologia proposta podemos
concluir que:

1. A partir de 1.759 amostras, coletadas entre abril de 2015 e
marc¢o de 2016 de cinco alas do HU/UFSC, foram obtidas
72 MRS e 17 VRE;

2. O protocolo de MALDI-TOF validado neste trabalho para
andlises microbiolégicas mostrou poder discriminatério
para identificacdo dos isolados a nivel de género, tanto
para VRE quanto para MRS, analisando-se proteinas na
faixa de 2.000 a 20.000 Da;

3.Para Staphylococcus spp., 0s biomarcadores proteicos
identificados permitiram uma andlise robusta para
identificacdo das espécies, mas ndao mostraram poder
discriminat6rio suficiente para andlises de marcadores de
resisténcia a oxacilina e vancomicina ou de variabilidade
e clonalidade;

4. Da pesquisa de biomarcadores proteicos para identificacao
fenotipica de Staphylococcus spp. manitol positivo,
obteve-se quatro picos para MRSCIi, quatro para MRSH e
dezessete para MRSW,;

5. Na tentativa de diferenciar MRSA dos MSSA, foram obtidos
nove picos com especificidade e sensibilidade
consideraveis, mas somente dois, m/z 2302+2Da e
3073+2Da possuem valores relevantes de AUC da curva
COR para futuras pesquisas.
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6.No caso do VRE, o pico m/z 4430+3 Da foi comum para
todas as amostras e estudos recentes ja o tem descrito
como marcador do género Enterococcus. Nado houve
dados suficientes que permitiram a diferenciacéo
interespécie e nem de resisténcia e clonalidade.

Finalmente, apesar de bem estabelecido para identificagédo
bacteriana, nossos dados sugerem cautela na interpretacdo dos
resultados de MALDI-TOF/MS para estudos de resisténcia e
variabilidade até que modelos computacionais estejam bem
validados.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

e Houve uma limitagdo financeira no estudo que néo
permitiu o sequenciamento e a pesquisa dos genes de
resisténcia para todos os isolados. Além disso, também
nao permitiu a tipagem dos isolados por PFGE, MLST
ou spa typing;

e N&o foi possivel realizar a identificacdo dos isolados
em um equipamento MALDI-TOF comercial a tempo
para comparacdo dos resultados. Os arquivos dos
espectros de massas obtidos para as 111 cepas no
MALDI-TOF/MS foram exportados para o0 programa
Biotyper®, que possui uma base de dados de
referéncia para identificacdo bacteriana, mas néo foi
possivel realizar a identificacdo, devido a
incompatibilidade dos espectros obtidos com o
protocolo estabelecido pela Bruker®. Essas analises
estdo sendo realizadas no CDC, EUA, em parceria com
o Dr. Glauber Wagner;

e [Foram utilizados poucos complexos clonais (CC) ou
tipos de sequéncia (ST) de MRS e VRE, dificultando a
extrapolacdo dos resultados. Além disso, o fato de
serem isolados hospitalares da mesma area geografica
também é um fator limitante;

e Na tentativa de identificacdo de proteinas foi
considerado que um pico m/z corresponde a uma
proteina individual. Sabe-se que proteinas variadas
podem produzir picos m/z similares. Além disso,
existem varias modificacbes pos-traducionais e ligacao
com cofatores que mudariam o valor m/z do pico.
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