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Project abstract:

A evolucao, o aumento da prevaléncia e a disseminacao de bactérias resistentes a multiplos antibiéticos,
agravado pela falta de disponibilidade de novos antimicrobianos, produz um grave problema mundial para o
gerenciamento e controle de infec¢des. Técnicas moleculares estdao sendo empregadas para mitigar alguns
desses problemas com a identificacdo de genes e elementos genéticos responsaveis pela disseminagao de
determinantes da resisténcia e viruléncia bacteriana. Tais abordagens também permitem a identificacdo de
potenciais candidatos terapéuticos a serem aplicados na conduta clinica de pacientes contaminados. Deste
modo, estamos propondo estudos moleculares sobre o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, de viruléncia,
analises filogenéticas, sequenciamento, e analises gendmicas de bactérias oportunistas. Pretendemos também,
através de técnicas de protedmica subtrativa e vacinologia reversa, encontrar potenciais alvos de drogas e
candidatos a vacina que possam ser usados contra S. marcescens, um patégeno oportunista, que pode ser
multidrogas resistente (MDR) e esté associado a infec¢des graves com alta taxa de mortalidade Os dados
obtidos fornecerdo informagdes importantes sobre os reservatérios de genes de resisténcia e viruléncia, as
relacOes genéticas entre as cepas MDR e sera titil na identificacdo de novos compostos terapéuticos contra
bactérias MDR.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR E FENOTIPICA DE BACTERIAS
OPORTUNISTAS - DESENVOLVIMENTO DE VACINAS E DROGAS
TERAPEUTICAS UTILIZANDO PROTEOMICA SUBTRATIVA

Coleta de Dados

Que dados serao coletados ou criados?

O projeto possui o apoio do Laboratério Central de Satide Publica do Estado do Tocantins (LACEN-TO), que
integra o Sistema Nacional de Laboratérios de Satide Publica, que nos disponibilizara cepas bacterianas isoladas
de amostras clinicas, para realizarmos analises que permitirdo uma melhor compreensdo da frequéncia de genes
responsaveis pela resisténcia aos antibiéticos mais comumente utilizados na pratica clinica, bem como do perfil
de viruléncia dessas cepas. Os dados preliminares de isolamento referentes a identificacdo da espécie, teste de
suscetibilidade frente aos antimicrobianos através da automacao-VITEK-2 e caracterizacdo fenotipica de
carbapenemases serdo realizados pelo LACEN-TO, de acordo com a rotina pré-estabelecida na Instituicao e que
segue as recomendagdes padronizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-USA) vigente,
orientagOes técnicas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, obedecendo o fluxo existente pelo Sistema
Nacional de Laboratorios de Satide Publica — Portaria 2031/MS/GM, 23 de setembro de 2004, inseridos no
Programa Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar — Portaria 232/98. Em seguida, uma parte da amostra sera
enviada a UFSCar-DGE para o desenvolvimento do projeto. Serdo caracterizados geneticamente também cepas
bacterianas isoladas de infecgdes de pés de pacientes diabéticos. A caracterizagdo fenotipica, quanto a resisténcia
aos antibioticos, estdo descritas no artigo de Perim et al. (2015), (http://dx.doi.org/10.1590/0037-8682-0146-
2015). Os isolados mecA positivos dessas cepas serdo também rastreados através da tipagem Staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec), todas as cepas serdo analisadas com uma combinacao de marcadores de
genes de viruléncia, enquanto que a relagdo genética entre os isolados serd avaliada por Multilocus Sequence
Typing (MLST).

Como os dados serao coletados ou criados?
Os dados serao criados através de:

Anaélise Fenotipica: A identificacdo e os testes iniciais de susceptibilidade aos antibidticos dos isolados bacteriano
serdo realizados com sistema automatizado VITEK-2 (bioMérieux Vitek, USA). O método de microdilui¢do em
caldo seré realizado para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) da tigeciclina e colistina e os
resultados serdo interpretados com base nos critérios do Comité Europeu de Teste de Susceptibilidade
Antimicrobiana (EUCAST, 2018), disponivel em

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Breakpoint tables/v 8.1 Breakpoint Tables.pdf.
. Os isolados serdo testados quanto a producédo de carbapenemase pelo teste de Hodge modificado, teste de

sinergia e 4cido etilenodiaminotetracético sob as diretrizes do CLSI (2019), e conforme descrito em outros
trabalhos (Okoche et al. al., 2015; Ferreira et al., 2019). Os isolados com perfis MDR serao classificados como

nao suscetiveis a pelo menos um agente de trés ou mais categorias antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012).

Andlise genotipica por PCR: Realizaremos a detec¢do por PCR convencional e/ou qRT-PCR dos genes
codificantes que conferem resisténcia aos antibidticos beta-lactamases, aminoglicosideos, quinolonas, além de
analise de bombas de efluxo e porinas. Através do PCR também analisaremos genes de viruléncia.

Sequenciamento gendmico completo de cepas bacterianas com perfil multidrogas resistentes: O sequenciamento
do genoma completo dos isolados sera realizado utilizando a plataforma Illumina NextSeq 550 System
Sequencing. O DNA genomico sera extraido utilizando o Kit de Purificacdo de DNA Gen6émico Wizard
(Promega) seguindo as recomendacoes do fabricante. A concentracdo do DNA bacteriano serd determinada
utilizando o equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA. Para o
sequenciamento serd feito a preparacao da biblioteca génica com o kit Nextera XT DNA Library Prep (Illumina,
San Diego, CA, USA) utilizando 1 ng de DNA gendmico. A biblioteca sera amplificada utilizando um programa
de PCR com ciclos limitados. Os passos para a PCR incluem adicionar os adaptadores Index 1 (i7) e Index 2 (i5)
e sequéncias necessarias para formar o cluster. A purificacdo da biblioteca sera realizada utilizando esferas
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magnéticas 0.6x Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter). A quantificacdo e verificacdo dos tamanhos
dos fragmentos sera realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5%. A quantificacdo final da biblioteca sera
feita em fluorimetro Qubit® 3.0 e normalizada a 4 nM utilizando um método de diluicdo padrdo. As bibliotecas
serdo misturadas, desnaturadas com 0,2 N NaOH e diluidas a uma concentracao final de 1,8 pM. Um controle
PhiX sera adicionado na concentracdo final de 1,5pM. A corrida serd de 75 ciclos para cada leitura (2x75).

Montagem do Genoma: O sequenciamento serd analisado com o programa FastQC e sera utilizado o programa
Trigalore para fazer a trimagem de bases e melhorar a qualidade do sequenciamento. A montagem do genoma sera
feita com o programa SPAdes 3.2 (Bankevich et al., 2012) e as estatisticas acerca da montagem serdo acessadas
com o programa QUAST (Gurevich et al., 2013). O contetido do DNA G + C das cepas referéncias sera calculado
com base nas sequéncias dos respectivos genomas e o grafico do mapa circular sera obtido usando o servidor
CGView (Grant & Stohard, 2008). Para a identificacdo e montagem de plasmideos serdo utilizados os parametros
default do plasmidSPAdes (http://spades.bioinf.spbau.ru/plasmidSPAdes) (Antipov et al., 2016).

Anotacdo do Genoma: O genoma sera anotado usando o programa de anotacdo rapida do genoma procari6tico,
PROKKA (Seemann T,2014) e o servidor Rapid Annotation using Subsystem Technology RAST (Aziz et al.,
2008). O programa BUSCO seré utilizado para a avaliagdo quantitativa da composicdo genomica e integridade da
anotacao (Simdo FA,2015), descartando dessa forma os contigs de 200 pb ou menores.

Andlises de Genes COG, eggNOG e WebMGA: As categorias funcionais COG (Clusters of Orthologous Group)
serdo atribuidas através de pesquisas contra bancos de dados de genes ortologos. Para a anotacao funcional serdao
utilizados 2 servidores online o EggNOG-mapper (http://eggnog-mapper.embl.de.)(Carlos,2021) e 0 WebMGA (
http://weizhongli-lab.org/metagenomic-analysis)(Wu,2011).

Identificacdo da espécie e analise filogenética: A identificacdo da espécie sera primeiramente analisada utilizando
o gene 16STRNA. Todas as sequéncias curadas do gene 16S rRNA dos principais membros filogenéticos do
género serdo buscadas no banco de dados GenBank e alinhadas usando o servidor online MAFFT “multiple
sequence alignment software” (Katoh et al.,2013). A construcao da arvore filogenética de Maxima
Verossimilhanga (ML), juntamente com a selecdo do melhor modelo de montagem serdo feitas usando o programa
MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Os genomas referencias de todos os membros mais préximos serdo resgatados no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o parentesco também sera
determinado com base na média Identidade de Nucleotideo (ANTIu) usando o algoritmo OrthoANIu (Yoon et al.,
2017). A hibridizacdo digital DNA-DNA (dDDH) sera calculada in silico pela Calculadora de Distancia Genoma a
Genoma (GGDC 3.0) usando o método de BLAST (Meier-Kolthoff et al., 2013). Para melhor visualizacdo do
resultado sera utilizado a ferramenta online CIMminer (https://discover.nci.nih.gov/cimminer/oneMatrix.do) do
NCBI para construir um Heatmap com os resultados do orthoANI e do GGDC.

Caracterizagdo de fatores de Resisténcia: Genes de resisténcia a antibiéticos serdo pesquisados usando o servidor
de Rapid Annotation using Subsystem Technology, RAST (Aziz et al., 2008) com parametros no default. Sera
realizado um Blast de nucleotideos e aminoacidos com o banco de dados abrangente de resisténcia a antibiéticos
(CARD; https://card.mcmaster.ca/) (Jia et al., 2017), e com o banco do gene da resisténcia a antibi6ticos
ANNotation (banco de dados ARG-ANNOT). Para esses Blasts sera seguido um padrdo de evalue > le-5 e um
bitscore > 100. No Blast de nucleotideos do banco de dados do ARG-ANNOT e do CARD serdo utilizados
parametros de identidade e cobertura maior de 90%. J& no Blast de aminoacidos do CARD sera utilizado
identidade maior de 70% e cobertura maior de 90%; no ARG-ANNOT a identidade sera maior de 30% e a
cobertura maior de 90%. Trés ferramentas on-line serao utilizadas para melhor anotagcdo dos genes de resisténcia,
sendo elas o CARDonline (https://card.mcmaster.ca/), o ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) e o
BacAnt( http://bacant.net) (Hua X et al., 2021), utilizados com parametros default de cada ferramenta. O
programa AMRFinderPlus 3.10 (Feldgarden M et al., 2021) ferramenta desenvolvida pelo NCBI sera utilizado
com pipeline de Blast, com evalue > le-5 e bitscore > 100. A anotacdo dos fatores de resisténcia sera feita
também pelo Banco de dados Gendmico e Genes da Enciclopédia de Kyoto (KEGG) (Kanehisa & Goto, 2000)
utilizando a ferramenta online BlastKOALA (http://www.kegg.jp/blastkoala/), para caracterizagdo funcional dos
genes de resisténcia. Os genes de resisténcia a flouquinolonas serdo identificados a partir da anotagdo do Prokka e
alinhados manualmente (Giles et al., 2004) com as sequéncias gyrA ; gyrA ; gyrB e gyrB . Os genes que



fornecem resisténcia a colistina foram identificados pela anotagdo do Prokka e as mutagdes serdo também
identificadas manualmente.

Caracterizacdo dos Fatores de Viruléncia: Os fatores de viruléncia da cepa serdo realizados através de Blast, com
evalue > 1le-5, utilizando o banco de dados Virulence Factor Database (Chen et al., 2016). A threshold de
identidade seré definida em 50% e sera utilizada uma cobertura maior de 80%.

Documentacao e Metadados

Que documentacao e metadados acompanharao os dados?

Os dados coletados serdo tabulados e armazenados em planilhas no formato .xlsx que podem ser lidas no MS
Office Excel.

Imagens das eletroforese dos geis de agarose para analise da amplificacdo dos grenes de viruléncia e resisténcia
aos antibidticos serdo obtidas e mantidas como arquivos .tiff

A imagem de montagem do genoma completo, das analises dos genes ortélogos, arvore filogenética, identidade
média dos nucleotideos (ANI) e hibridizagdo DNA-DNA (DDH) serdo obtidas e mantidas como arquivos .tiff

Sequencias gendmicas (nucleotideos) e de aminoacidos serdo mantidas com arquivos .txt

Ftica e Conformidade Legal

Como vocé administrara qualquer questao ética?

Os estudos envolvendo participantes humanos foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos (no. 1.595.268, no. 1.088.936 ) e pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal do Tocantins (no. 020/2011). Neste trabalho, os
dados de arquivo anonimos relacionados a idade, sexo e tipo de amostra do paciente serdo obtidos do Laboratério
Central de Saude Publica do Tocantins (LACEN/TO, proprietario dos dados). Ndo sera necessario o
consentimento do paciente, uma vez que os dados apresentados neste estudo ndo se referem a nenhuma pessoa ou
pessoas especificas. O consentimento informado por escrito do responsavel legal/préximo dos participantes ndo
serd exigido para participar deste estudo de acordo com a legislacdo nacional e os requisitos institucionais. A
autorizagdo para a realizacdo do presente estudo foi obtida da Secretaria de Saide do Estado do Tocantins
(SESAU) e do LACEN/TO. O acesso ao patrimonio genético e transporte foi aprovado pelo Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimo6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen n° AFF27ED, n° A0100B9, n°
AA95496).

Como vocé vai gerenciar os direitos autorais e os direitos de propriedade intelectual (IP / IPR)?

Os resultados gerados pela pesquisa serdo de dominio do grupo de pesquisa até a sua publicagdo e poderdo estar
em repositérios virtuais para livre acesso a terceiros. Caso parte deste projeto seja passivel de patenteamento, a
seguranca dos dados serd necessdria para proteger os direitos de propriedade intelectual. Dessa maneira, alguns
dados poderdo ser restritos ao solicitante. Em relagdo ao processo de patenteamento, ap6s uma busca para
averiguar se a invengdo nao existe no banco de dados, um pedido de registro sera feito ao INPI. Todas as questdes
de direitos autorais e de propriedade intelectual serdo acordados seguindo a regulamentagdo da UFSCar e da
FAPESP. UFSCar oferece o apoio da Agéncia de Inovacdo da UFSCar, o Nucleo de Inovacdo Tecnolégica (NIT)
da Instituicdo.



Armazenamento e Backup

Como os dados serao armazenados e terao backup durante a pesquisa?

Os bancos de dados em formato .xlIsx . txt e .tiff estdo armazenados em um drive da plataforma Google
compartilhado pelos alunos que desenvolvem cada projeto e orientadora do projeto, em suas contas institucionais
oferecidas pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Além disso, existe o download do banco de dados
nos computadores da pesquisadora responsavel pelo projeto e de seus respectivos alunos. O acesso aos sistemas
de armazenamento em nuvem eletronica é realizado por senhas pessoas que garantem a seguranca dessas
informacGes. A metodologia, as observagdes cientificas e a lista de cepas bacterianas que possuimos para o
desenvolvimento da pesquisa estdo registradas e devidamente datadas em cadernos-ata, armazenado em local
especifico dentro do Laboratério da Universidade Federal de Sdo Carlos Campus Sao Carlos.

Como vocé vai gerenciar o acesso e a seguranca?

Os dados poderdo ser acessados somente mediante as senhas de acesso ao e-mail e computador da pesquisadora
responsavel e de seus respectivos alunos que estdo desenvolvendo os projetos, até a realizacdo total das atividades
de pesquisa previstas ou publicagdo de resultados parciais. Considerando que as imagens e dados produzidos nao
envolverdo aspectos éticos ou legais, estes poderdo ser utilizados em projetos de pesquisa, artigos cientificos e
relatérios técnicos desde que a fonte seja devidamente citada. O compartilhamento baseara apenas apds a
aceitacao da publicacgdo associada.

Selecdo e Preservacao

Quais dados sao de valor a longo prazo e devem ser mantidos, compartilhados e / ou
preservados?

A pretensdo é que os resultados sejam publicados em revistas de alto impacto que permitem acesso aberto (open-
access). Também pretendemos que os dados sejam disponibilizados no repositério institucional da universidade
para livre acesso a terceiros.

Qual é o plano de preservacao a longo prazo do conjunto de dados?

Seré realizado o armazenamento dos dados obtidos no presente projeto por tempo indeterminado em acervo
pessoal dos responsaveis e no drive (nuvem eletronica) institucional do pesquisador .

Compartilhamento de Dados

Como vocé vai compartilhar os dados?

O compartilhamento dos dados sera realizado através de publicacdo em revistas cientificas internacionais de alto
impacto, preferencialmente de acesso aberto (open acess). Os dados também serdo compartilhados em
repositorios como o Repositério Institucional UFSCar e o Catalogo de Dissertagoes e Teses da CAPES, além de
plataformas como Publons, Researchgate, Orcid, Scholar Google, entre outros. Além das Teses de Doutorado,
Dissertacoes de Mestrado e Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC) espera-se que a publicacdo dos resultados
em eventos cientificos nacionais e internacionais contribua para a facilitagcdo do acesso aos dados da pesquisa.



Existem restricoes ao compartilhamento de dados requeridos?

Ndo ha nenhuma restricao de acesso aos dados.

Responsabilidades e Recursos

Quem sera responsavel pelo gerenciamento de dados?

O acesso, gerenciamento e seguranca dos dados sera de responsabilidade dos alunos de Doutorado, Mestrado e
Iniciagdo Cientifica com seus respectivos projetos e da professora orientadora responsavel.

Quais recursos vocé precisara para entregar seu plano?

Conhecimentos necessarios para o manuseio de softwares e aplicativos escolhidos para elaboracdo e
armazenamento de dados (MS Word, Adobe Acrobat, Google Drive), e para a coleta de dados (conhecimento
metodolégico).



