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RESUMO

O crescente problema da resisténcia bacteriana a antibidticos, agravado pelo uso indiscriminado
destes farmacos na medicina humana e veterinaria, tem demandado o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Dentre essas estratégias, os bacteridfagos (fagos) destacam-se como uma
alternativa promissora devido a sua especificidade e eficacia na infecgdo e eliminagao de bactérias
patogénicas, incluindo cepas multirresistentes. O uso do sequenciamento metagendomico para
estudar comunidades microbianas também pode auxiliar na deteccdo de sequéncias de
bacteriofagos. Nesse sentido, aproveitando a alta biodiversidade presente no bioma Amazonia, um
estudo metagendmico shotgun foi conduzido na cidade de Braganca, Para, com coletas de agua em
cinco pontos diferentes ao longo do Rio Cereja (BP1 — BP5), em triplicata, desde o trecho da
nascente até uma area mais contaminada. Apds a extracado de DNA metagendmico, as amostras
foram sequenciadas pela plataforma Illumina NovaSeq 6000 e os dados foram pré-processados
com fastp seguido de montagem com metaSpades. Kraken2, Krakentools e Microeco foram usados
para caracterizag@o taxondmica e analise de diversidade de virus e bactérias. As correlagdes com
os perfis de resisténcia e os dados taxondmicos foram normalizadas e correlacionadas por meio de
analise de redundancia (RDA) para identificar o ponto de maior impacto ambiental, o que mostrou
BP4 como o mais contaminado. Os contigs dos 5 pontos foram analisados por VIBRANT,
VirSorter2 e DeepVirFinder, e as sequéncias virais identificadas foram selecionadas com base na
completude (> 90%), contaminacdo (< 10%) e critérios de qualidade viral, com remog¢do de
provirus com base nos resultados de CheckV e ViralComplete, resultando em 19, 14, 11, 11 e 6
sequéncias virais selecionadas para os pontos BPl a BP5 respectivamente.
Paralelamente,”metagenomic assembled genomes” MAGs metagenomicos foram gerados e
filtrados, e a identificagdo do tdxon foi realizada usando o programa kMetaShot. Uma comparacao
por inferéncia foi feita para detectar MAGs que seriam provaveis hospedeiros das sequéncias virais
selecionadas, o ponto BP4 por ser o mais contaminado e ter obedecido a estes critérios foi
selecionado e analisado a sua relagdo fago — hospedeiro e eles foram avaliados quanto a presenga
de genes de resisténcia antimicrobiana (RAM) e sistemas de defesa. Foram encontrados fagos com
provaveis hospedeiros de MAGs identificadas de Citrobacter, Acinetobacter e Enterobacter.
Nenhum gene de RAM foi identificado nas sequéncias virais, mas RAMs foram identificados em
9 de 10 MAGs selecionados como provaveis hospedeiros bacterianos, indicando fagos
potencialmente eficazes contra bactérias patogénicas resistentes a antibioticos. Analises funcionais
também mostraram que MAGs selecionadas do género Acinetobacter obtiveram uma maior
diversidade de sistemas de defesa contra fagos e identificagdo de genes Cas, sendo identificado
fagos liticos para este género; e as MAGs que tiveram maior presencga de genes de AMR tiveram
identificacdo do sistema toxina-antitoxina MazEF, e maior identificagdo do sistema restrigao-
modificagdo (RM) em Enterobacter, sendo identificados fagos temperados para este género.
Embora mais estudos sejam necessarios para validar e robustecer as descobertas, os resultados
apontam para uma abordagem promissora para orientar a bioprospeccao de fagos em ambientes
contaminados e prever possiveis relagdes fago-hospedeiro para que andlises experimentais mais
precisas possam ser realizadas.

Palavras-chave: MetagenOmica; fagos; resisténcia a antibidticos; bactérias hospedeiras



ABSTRACT

The growing problem of bacterial resistance to antibiotics, aggravated by the indiscriminate use of
these drugs in human and veterinary medicine, has demanded the development of new therapeutic
strategies. Among these strategies, bacteriophages (phages) stand out as a promising alternative
due to their specificity and effectiveness in infecting and eliminating pathogenic bacteria, including
multidrug-resistant strains. The use of metagenomic sequencing to study microbial communities
can also aid in the detection of bacteriophage sequences. In this sense, taking advantage of the high
biodiversity present in the Amazon biome, a shotgun metagenomic study was conducted in the city
of Braganga, Para, with water samples collected at five different points along the Cereja River (BP1
— BPS), in triplicate, from the source to a more contaminated area. After metagenomic DNA
extraction, the samples were sequenced using the Illumina NovaSeq 6000 platform, and the data
were preprocessed with fastp followed by assembly with metaSpades. Kraken2, Krakentools, and
Microeco were used for taxonomic characterization and diversity analysis of viruses and bacteria.
Correlations with resistance profiles and taxonomic data were normalized and correlated using
redundancy analysis (RDA) to identify the point of greatest environmental impact, which showed
BP4 as the most contaminated. Contigs from the 5 points were analyzed by VIBRANT, VirSorter2,
and DeepVirFinder, and the identified viral sequences were selected based on completeness (>
90%), contamination (< 10%), and viral quality criteria, with provirus removal based on CheckV
and ViralComplete results, resulting in 19, 14, 11, 11, and 6 viral sequences selected for points
BP1 to BP5, respectively. In parallel, metagenomic "metagenomic assembled genomes" (MAGs)
were generated and filtered, and taxon identification was performed using the kMetaShot program.
An inferential comparison was made to detect MAGs that would be likely hosts of the selected
viral sequences. Point BP4, being the most contaminated and meeting these criteria, was selected
and its phage-host relationship was analyzed. They were evaluated for the presence of antimicrobial
resistance genes (AMRs) and defense systems. Phages with likely hosts of identified MAGs from
Citrobacter, Acinetobacter, and Enterobacter were found. No AMR genes were identified in the
viral sequences, but AMRs were identified in 9 of 10 MAGs selected as likely bacterial hosts,
indicating potentially effective phages against antibiotic-resistant pathogenic bacteria. Functional
analyses also showed that selected MAGs from the genus Acinetobacter exhibited a greater
diversity of phage defense systems and identification of Cas genes, with lytic phages identified for
this genus; and MAGs with a higher presence of AMR genes showed identification of the MazEF
toxin-antitoxin system, and greater identification of the restriction-modification (RM) system in
Enterobacter, with temperate phages identified for this genus. Although further studies are needed
to validate and strengthen the findings, the results point to a promising approach to guide phage
bioprospecting in contaminated environments and predict possible phage-host relationships so that
more precise experimental analyses can be performed.

Keywords: Metagenomics; phages; antibiotics resistance; host bacteria
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1. INTRODUCAO
1.1 O problema da resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana tem tomado proporg¢des perigosas pelo uso indevido de antibidticos
em humanos e animais. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a resisténcia antimicrobiana
tem sido reconhecida como uma das principais ameagcas a saude global no século 21. Somente em
2019 foram estimados que cerca de 4.95 (3.62 - 6.57) milhdes de mortes foram associadas a
problemas relacionados a resisténcia bacteriana a antimicrobianos, com cercade 1.27 (0.911 - 1.71)
milhdes de mortes diretamente atribuidas a resisténcia antimicrobiana por bactérias (RAM-
Resisténcia Antimicrobiana) (MURRAY et al., 2022).

A utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos na pratica clinica, descarte inadequado no
meio ambiente, uso indevido pela industria agropecudria, além da prescricdo indiscriminada de
antibioticos devido aos protocolos de tratamento de COVID-19, sdo fatores que podem resultar no
maior surgimento de patéogenos resistentes a multiplas drogas. Nesse cenario, observa-se um
aumento crescente no nimero de infec¢des comuns que estdo tornando-se cada vez mais dificeis
de tratar devido ao surgimento da resisténcia a multiplas drogas, o que resulta em internagdes mais
longas com impactos nos custos médico-hospitalares e principalmente no aumento da mortalidade
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022).

O uso irrestrito de antibidticos pode influenciar na prevaléncia de genes de resisténcia a
antibidticos em diversos organismos, incluindo bactérias patogénicas que possam ser uma ameaga
por carrear tais genes, tornando cada vez mais dificil tratar infec¢des que tenham este aparato de
genes de resisténcia(MACLEAN; MILLAN, 2019). Tais genes de resisténcia sao encontrados em
praticamente todos os tipos de ambientes, como no ar (BECSEI et al., 2021; MINOR et al., 2023)
, solo (CARDENAS ALEGRIA et al., 2022; ZHENG et al., 2022), e d4gua (CARDENAS-
ALEGRIA et al., 2024; MACEDO et al., 2024).

Neste contexto, o estudo do resistoma, conjunto de genes de resisténcia presente em uma
amostra, tem sido utilizado para avaliar o ambiente quanto a existéncia de bactérias
multirresistentes, para se compreender a ecologia e evolucao da resisténcia aos antibioticos em
ambientes nao-clinicos, considerando que o desenvolvimento de novos antimicrobianos pela

industria farmacéutica ¢ complexo e extremamente demorado (WALSH, 2013).
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A maioria das classes de antibiodticos utilizadas foi descoberta durante a chamada "era de
ouro" da pesquisa de antibidticos, em que muitos foram isolados do solo e estdo restritos a grupos
taxondmicos derivados principalmente do grupo Actinomyces. No entanto, apesar da descoberta de
novos antibioticos, independentemente da sua eficacia, eventualmente ira aparecer algum

microrganismo com fenotipo de resisténcia (AMINOV, 2010).

1.2 Abordagens usadas para o combate as RAMs

Visto este problema, diversas abordagens alternativas tém sido adotadas para se combater
esta ameaga constante de resisténcia a antimicrobianos (RAM) (KIRIENKO; RAHME; CHO,

2019). Dentre elas destacam-se algumas a seguir:

a) Estratégias de terapia antiviruléncia (DEHBANIPOUR; GHALAVAND, 2022);

b) Reaproveitamento de medicamentos ja usados em outras finalidades que possam atuar contra
organismos multirresistentes a antibidticos ou a combina¢do de medicamentos para aumentar
a eficacia dos tratamentos (KIRIENKO; RAHME; CHO, 2019; PUSHPAKOM et al., 2018);

c) Bioprospecgdo de novos antibidticos a partir de outros ambientes alternativos ao encontrado
no solo como os antibidticos provenientes do mar (HUGHES; FENICAL, 2010;
TORTORELLA et al., 2018);

d) Bioprospeccao de peptideos antimicrobianos e outros compostos de animais e plantas que
possam atuar como antimicrobianos (HANCOCK; SAHL, 2006);

e) Bioprospeccao de fagos que possam atuar contra bactérias multirresistentes (BRIVES;
POURRAZ, 2020; HAMPTON; WATSON; FINERAN, 2020; LIN; KOSKELLA; LIN,
2017).

Nesse contexto, os bacteridfagos ou ‘fagos’, surgem como uma ferramenta alternativa
promissora no combate a essas bactérias, uma vez que naturalmente representam uma constante
ameaga a elas, coevoluindo junto com seu hospedeiro com estratégias de infeccdo e replicacao
durante sua existéncia. Os fagos sdo responsaveis por aproximadamente 20% a 40% da mortalidade

diaria de bactérias no mundo e exibem uma diversidade maior do que qualquer outra espécie,
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estimando-se uma quantidade global de fagos em torno de 103! particulas virais (HAMPTON;
WATSON; FINERAN, 2020).

1.3 Classificagdo, historia e uso de fagos na fagoterapia

Os bacteriéfagos (ou fagos) sdo virus pequenos que conttm DNA ou RNA e tém a
capacidade de infectar seletivamente bactérias. Eles sdo encontrados em todos os ambientes onde
bactérias hospedeiras estdo presentes. Os fagos manipulam o maquindrio celular da bactéria para
produzir particulas virais, que se multiplicam e formam novos fagos dentro do hospedeiro.
Posteriormente, esses fagos recém-formados sdo liberados para infectar novas bactérias. De acordo
com o comportamento dos fagos e seu ciclo de vida viral, eles podem ser classificados em dois
tipos: temperados e virulentos (KAKASIS; PANITSA, 2019) (Figura 1).

Temperados: sdo fagos que ativam o ciclo lisogénico de um virus, em que o material
genético viral permanece dentro da bactéria hospedeira, que continua a funcionar e se reproduzir
normalmente junto ao material genético viral. Essa situagdo persiste indefinidamente até que ocorra
alguma mudanga, que faca a bactéria alternar para o ciclo litico (GARC, 2020; KAKASIS;
PANITSA, 2019) (Figura 1a).

Virulentos: sdo fagos que ativam o ciclo litico assim que introduzem seu material genético
no seu hospedeiro. Neste ciclo, o material genético viral controla a maquinaria celular da bactéria
hospedeira e a forga a replicar o material genético viral, bem como a produzir proteinas virais que
resultam na forma¢do de novos fagos dentro do hospedeiro. Apos a producdo de uma grande
quantidade de fagos, a membrana da bactéria rompe (lise) e libera os novos fagos, que estdao prontos

para infectar novas bactérias e reiniciar o ciclo (GARC, 2020) (Figura 1b).
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CICLO LISOGENICO

Figura 1: 1A Esbogo da estrutura geral de um bacteridfago, sendo geralmente dividido entre
a regido da cauda e a cabeca, onde se localiza o seu material genético viral. 1B descri¢ao do ciclo
litico e lisogénico que os bacteriéfagos podem apresentar apds infectar seu hospedeiro, sendo uma
das caracteristicas para classificar os fagos entre virulentos e temperados. (Adaptado de Servier

Medical Art)

Para a obten¢do de bacteriéfagos para o seu uso na fagoterapia (uso de fagos para combater
infecgdes bacterianas), € necessario seguir alguns critérios como: 1- estabelecimento de bibliotecas
de fagos; 2- isolamento e identificagao de bactérias patogénicas; 3- triagem de fagos eficazes contra
bactérias patogénicas; 4- preparacdo da formulacao de fagos; 5- estratégia e via de administragao
da preparacdo de fagos; 6- monitoramento da eficacia da fagoterapia; e 7- deteccao do surgimento
de cepas resistentes a fagos (CUI ez al., 2019). Para o estabelecimento de uma biblioteca de fagos,
¢ necessario possuir uma ampla variedade dos mesmo devido a sua alta e restrita especificidade,
além de eles ndo podem apresentar genes “nao desejados” como genes de resisténcia a antibidticos
(GRAs), genes de toxinas e eles precisam ser fagos virulentos (CUI et al., 2017, 2019)

A partir destes conceitos, ¢ necessario salientar algumas caracteristicas que devem ser

tomadas durante a selegdo de fagos para fagoterapia . Fagos do tipo temperados ndo sao uma boa
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escolha como antimicrobianos em fun¢do de sua caracteristica de nao destruir a bactéria
imediatamente e do risco de o contetdo viral conter alguma sequéncia genética que promova a
adicao de algum fator de viruléncia na cepa bacteriana e/ou a adi¢do de algum gene de resisténcia
a antibioticos, o que acaba sendo uma caracteristica benéfica as bactérias que sao infectadas por
estes tipos de fagos no ambiente por conferir esta variabilidade genética e a chance de adquirir
genes de resisténcia (KAKASIS; PANITSA, 2019). Assim, somente fagos virulentos (que ativam
o ciclo litico) podem ser usados na fagoterapia. No entanto, fagos temperados também podem ser
isolados do ambiente e posteriormente serem modificados geneticamente para tornarem-se liticos

para serem usados para fagoterapia (STRATHDEE et al., 2023).

O uso de bacteriofagos como forma de tratamento contra bactérias patogénicas ¢ uma
técnica antiga descoberta por volta de 1919, cerca de dois anos depois da descoberta de um
“microbio invisivel” por Felix d’Herelle na qual ele batizou de bacteriofago ou “comedores de
bactéria” (1917). Felix d’Herelle usou fagos isolados de culturas de fezes sobreviventes de
disenteria bacilar como forma de tratamento e aplicou em 3 irmdos que tiveram a mesma
comorbidade, obtendo melhoras dos pacientes dentro de 24 horas, dando assim inicio ao uso da
fagoterapia (GARC, 2020; KAKASIS; PANITSA, 2019; STRATHDEE et al., 2023).

Logo depois, devido a descoberta dos antibioticos (como a penicilina) que conseguiam
eliminar uma variedade de infec¢des microbianas, diferente dos fagos que s@o bastante especificos
a um grupo de bactérias, o uso de fagos se tornou restrito a regides do leste europeu em que a
disponibilidade de antibidticos era baixa. Isso levou a consolidagdo do uso de antibidticos na
maioria das demais regides do mundo e o consequente aumento global de microrganismos
resistentes no decorrer dos anos seguintes (GARC, 2020; VENTOLA, 2015).

No entanto, terapias alternativas como esta do uso de fagos ressurgiram e com ela maior
retomada dos trabalhos relacionados ao isolamento, selecdo e melhoramento de fagos para serem
usados contra organismos multirresistentes a antibioticos (KIRIENKO; RAHME; CHO, 2019).

Para isolar bacteriofagos, € possivel coleta-los de diversos ambientes com presenga de
bactérias hospedeiras. No entanto, devido a grande diversidade e pequeno tamanho dos
organismos, torna-se dificil e oneroso encontrar uma metodologia que permita identificar a maioria

ou todos os fagos potenciais em um determinado ambiente.
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1.4  NGS, metagenomica e bioprospecgdo de fagos

Com o passar dos anos € com o desenvolvimento de novas tecnologias, surgiram formas de
visualizacdo e caracterizagao de fagos por meio de microscopia eletronica, e pela analise de codigo
genético dos fagos (DNA ou RNA) por meio de tecnologias de sequenciamento. A partir dos dados
de sequenciamento obtidos, ¢ possivel caracterizar e identificar as proteinas e regides codificantes
presentes em diversos tipos de bacteriofagos (ACKERMANN, 2012; KANZI et al., 2020).

Uma abordagem eficaz para o rastreamento de fagos ¢ o uso de tecnologias avangadas de
sequenciamento de proxima geragdo (NGS - Next Generation Sequencing). Esse termo refere-se a
novos sequenciadores que usam abordagens de sequenciamento em paralelo de forma massiva,
produzindo milhdes de sequéncias curtas por preco € tempo menores em relagdo a outros métodos
convencionais como o sequenciamento por Sanger (KANZI et al., 2020). Com o NGS, ¢ possivel
"ler" o material genético isolado de um ambiente especifico de forma rdpida e analisar as
sequéncias obtidas usando ferramentas de bioinformatica.

A partir dessa abordagem ¢ possivel sequenciar com agilidade fagos e outros organismos
isolados em laboratdrio e conhecer mais sobre suas caracteristicas funcionais e taxondmicas a partir
de seu material genético, no entanto muitos organismos existentes nao sao cultivaveis ou mesmo
facilmente isolaveis. Portanto, surge a necessidade de utilizar andlises por metagenoma, em que
todo o material genético de uma comunidade ¢ analisado (KANZI et al., 2020).

O termo metagenomica ¢ derivado do conceito estatistico de metanalise (processo de
combinar estatisticamente analises separadas) e gendmica (anélise compreensiva do material
genético de um organismo). A partir dessa metodologia € possivel obter um panorama mais
abrangente do DNA total de um ambiente, incluindo sequéncias de organismos desconhecidos e
frequentemente nao cultivaveis. Essa metodologia é extremamente util para explorar a diversidade
viral e bacteriana em diferentes ambientes e pode auxiliar na descoberta de novos fagos e na
compreensdo de suas interagdes com as bactérias hospedeiras (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2003; SIMMONDS et al., 2017).

A partir de dados metagendmicos, € possivel identificar partes de sequéncias de DNA virais
presentes no material genético analisado, fornecendo uma melhor compreensao das caracteristicas
e quantidades de bacteri6fagos de DNA e bactérias hospedeiras em um determinado ambiente

(SIMMONDS et al., 2017). Sendo assim, uma boa abordagem ¢ realizar um levantamento sobre
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potenciais bactérias e bacteriofagos com maior potencial de ser estudado, tanto por questdes de
monitoramento ambiental, quanto de seu potencial biotecnoldgico que tais organismos possam
apresentar. Um estudo metagendmico do ambiente antes de etapas experimentais mais focadas em
organismos especificos também pode preparar o pesquisador para focar em andlises in vitro que
tenham maior potencial de gerar um produto biotecnoldgico, partindo da identificacdo de
organismos ¢ genes funcionais de interesse por andlises in situ e ,posteriormente, realizar um
planejamento experimental focado nos organismos identificados por dados metagenomicos,

aumentando assim as chances de obter sucesso de isolamentos in sifu.

1.5  Bioprospec¢do de Bacteriofagos na Amazonia

Além da utilidade do uso da metagendmica para o screening do material genético de DNA
presente no ambiente estudado, a selecao do ambiente a ser estudado para realizar a bioprospec¢ao
de fagos ¢ uma etapa tdo importante quanto para a obtencdo de alta abundancia de fagos
prospectaveis e consequentemente maior rendimento de isolamento de fagos que atuem contra um
determinado patdgeno.

Estudos preliminares mostraram que os melhores ambientes para bioprospec¢do de fagos
de interesse sdo ambientes mais contaminados, em que a bactéria patogénica esteja mais presente,
como em esgotos e regides com agua contaminadas (KAKASIS; PANITSA, 2019; WEBER-
DABROWSKA et al.,2016). No entanto, levando-se em conta a possibilidade de que um ambiente
com alta biodiversidade provavelmente apresenta variedade maior de organismos, ¢ possivel que a
prospeccao de fagos em tais regides revele maior diversidade de fagos com potencial de combater
bactérias patogénicas.

Além disso, uma alta diversidade microbiana esta negativamente correlacionada com a
presenca de genes de resisténcia a antibioticos (ARGs), servindo como uma barreira contra a
proliferacio de tais genes (KLUMPER et al., 2024). O que torna interessante se avaliar a presenca
de bacteriofagos em regides de maior impacto antropogénico em regides de alta biodiversidade,
como em cidades inseridas dentro do bioma Amazonia.

Quanto a biodiversidade, o bioma Amazonico ¢ o bioma mais diverso do mundo; onde
estima-se que ele ocupe cerca de 1/4 de toda a biodiversidade presente no planeta. Assim, buscar

formas de conhecer e preservar a sua biodiversidade, mantendo a preservagao deste bioma de tal
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forma que valor econdmico possa ser agregado a regido de forma sustentdvel, ¢ uma das agdes
necessarias para a sua preservagdo (BETTS; MALHI; ROBERTS, 2008; BROUWER et al., 2022).

Assim, ¢ possivel identificar bacteriofagos em regides da floresta amazonica, em regides com
as maiores alteragdes antropogénicas mediante a alta biodiversidade (ALVES et al., 2020;
BROUWER et al., 2022).

A regido amazonica engloba o municipio de Braganga, préximo ao litoral, conhecido como
polo pesqueiro do estado do Pard, e responsavel pela exportacao de grande variedade de espécies
de peixes para outras regides. Além disso, o crescimento continuo do municipio e a ocupacao de
areas protegidas podem causar diversos impactos ambientais (SANTOS; QUARESMA, 2022).

Assim, considerando-se a alta biodiversidade presente na regido amazonica ¢ o risco do
surgimento de novas cepas patogénicas multirresistentes ao redor do mundo, torna-se importante
identificar bactérias patogénicas que apresentem elementos de resisténcia a antibiodticos e buscar,
nos ambientes em que estas bactérias estdo presentes, formas de combaté-las. Neste contexto, a
bioprospeccdo de bacteridofagos, naturalmente presente nestes ambientes, surge como uma
alternativa para combater bactérias patogénicas resistentes. Além do mais, ¢ crescente o uso de
bacteriofagos nos mais variados campos, como na industria alimenticia (MOYE; WOOLSTON;
SULAKVELIDZE, 2018), em tratamentos alternativos de saide humana (BRIVES; POURRAZ,
2020; KAKASIS; PANITSA, 2019; STRATHDEE et al., 2023) e de animais (LIU et al., 2020).
Tornando-se assim, oportuno o uso de bacteridfagos como produtos comerciais como alternativa
ao uso indiscriminado de antibioticos (BRIVES; POURRAZ, 2020; STRATHDEE et al., 2023).

Além disso, ainda ¢é possivel fazer o biomonitoramento acessando os dados do
sequenciamento do metagenomas, possibilitando a identificagdo de novos fatores de resisténcia e
atuando no biomonitoramento de uso de antibidticos a partir dos seus resultados (CHEN et al.,
2007; DONATO et al., 2010; SHOKRALLA et al., 2012; WALSH, 2013).

Este trabalho buscou identificar bacteri6fagos de interesse biotecnoldgico a partir de dados
metagendmicos e associa-los com Metagenomic Assembled Genomes (MAGs) de bactérias alvos
destas sequéncias analisadas. E buscar, nas sequéncias virais € MAGs selecionadas, presenga de
genes de resisténcia a antibioticos, genes de resisténcia a antibidticos e realizar analise funcional

destas sequéncias selecionadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Fazer a bioprospeccao de fagos que possam atuar em bactérias com genoétipo de resisténcia

a partir de dados metagenomicos obtidos da cidade de Braganca-PA,

2.2 Obyjetivos especificos

Analisar a diversidade e composicdo de bactérias e virus a partir dos dados do

sequenciamento;

e Investigar o perfil de genes de resisténcia entre as regides coletadas;

e Correlacionar a composi¢do de bactérias presentes nos dados metagendomicos com o0s
metadados obtidos;

e Selecionar o melhor ponto a se realizar a bioprospec¢do de fagos;

e Identificar as sequéncias virais que possam atuar contra cepas resistentes a antibidticos como
hospedeiras;

e Analisar as sequéncias virais dos dados metagendmicos para presenca de genes de resisténcia

e abundancia de virus e bactérias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Autorizagoes e dados de patrimonio genético

Todos os pontos de coleta coletados (Figura 2 e 3) foram previamente autorizados pelo
SISBIO (Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade) como “atividades com
finalidade cientifica”, com niimero de protocolo de “81367-2”, e também informados ao SISGEN
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético), tendo niimero de cadastro gerado de

“AD70806”.

3.2 Caracteristicas da cidade de Braganga e pontos de coletas

Este trabalho foi realizado no municipio de Braganga, pertencente ao estado do Para.
Amostras de dguas foram coletadas e filtradas no rio Cereja, que € um afluente do rio Caeté, por se
tratar de um rio que corta a cidade e, assim, ter melhor ideia do impacto antropogénico causado ao
longo do fluxo do corpo hidrico.

As amostras foram coletadas em 5 pontos, onde em cada ponto foram realizadas triplicatas
na direcdo jusante. A escolha dos pontos foi baseada de acordo com os provaveis niveis de
contaminagdo da agua, onde o primeiro ponto corresponde a uma area provavelmente menos
contaminada (ponto obtido em 4rea de nascente) e os seguintes pontos seguem o caminho a jusante
da 4dgua, geralmente associados a areas de maior impacto ambiental, sendo o ponto 5 provavelmente
0 ponto de maior contaminagao.

A cidade de Braganga foi selecionada por ser um grande polo pesqueiro do estado do Para,
responsavel por exportar grande quantidade de pescado para todo o pais. Além disso, no rio Cereja
sdo relatados impactos ambientais decorrentes do crescimento urbano e ocupacdes em areas antes
protegidas que causaram uma série de impactos ambientais (SANTOS; QUARESMA, 2022).
Sendo uma cidade com boas chances de identificacao de fagos para bactérias patogénicas devido

aos impactos ao longo dos anos.
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Figura 2: PONTO BRAGANCA- Na figura acima, marcados em amarelo, estdo os pontos

geograficos dos locais de coletas realizados para a filtragem da agua coletada, extragdao de material

genético (DNA) e posterior sequenciamento das amostras bioldgicas. Foram realizadas triplicatas

para cada regido de coleta. Os pontos selecionados foram ordenados do ponto 1 ao 5 de acordo

com as provaveis areas de contaminacao. Fonte: www.googleearth.com.

Os pontos previamente selecionados (Figura 2) foram coletados nas coordenas geograficas

mostradas a seguir (Tabela 1), em que mostram as localizagdes geograficas dos pontos em que as

coletas foram realizadas para a cidade de Braganca-PA seguindo o protocolo descrito na

metodologia (Topico 3.2).

Durante as coletas dados fisico-quimicos também foram obtidos usando um sensor multi-

parametro modelo HI 9828 Hanna, em que foram obtidos cerca de 10 parametros fisico-quimicos

por réplica obtida.

Pontos de Coleta - Braganca

. . ~ Elevagao
Latitude | Longitude | Elevagdo (msl)
Pl -1,068 -46,791 12,3 37,69




P2 -1,057 -46,777 0,4 25,79
P3 -1,054 -46,772 -151,6 9,79
P4 -1,051 -46,765 -19 6,39
PS5 -1,048 -46,760 -20,9 4,49

Tabela 1: Coordenadas geograficas dos pontos da cidade Braganga-PA em que as coletas de agua

foram realizadas.

3.3 Filtragem e extrag¢do do DNA metagenomico

Durante a coleta de amostras de agua foi usada uma garrafa de van-Dorn, desinfetada e
lavada com agua destilada que entdo teve seu material transferido para garrafas estéreis de
polipropileno com capacidade de S5L. Antes e depois de cada coleta, a garrafa de Van Dorn foi
desinfetada com uma solucdao de 10% de hipoclorito de so6dio seguida de trés lavagens com agua
destilada. As garrafas com amostras foram alocadas em gelo e transportadas ao laboratério. A dgua
coletada foi primeiramente pré-filtrada (para a remocgdo de particulas de impurezas grandes que
possam afetar a etapa de extragdo de DNA) e filtrada por pressdo negativa através de uma
membrana de nitrocelulose com poros de 14 um (Qually) e 0,22 pm (Millipore) respectivamente.
As membranas pré-filtradas foram descartadas e as filtradas de 0,22 um foram transferidas para
tubos de polipropileno (tubos Falcon) de 15 mL contendo solu¢do de preservagao de DNA (50 mM
Tris-HCI, 500 mM NacCl, 125 mM EDTA pH 8,0) e armazenadas em -80 °C para posterior extragao
do DNA metagenomico.

O DNA metagendmico foi extraido com o kit DNeasy PowerSoil Pro (QIAGEN), seguindo
o protocolo do fabricante. A concentracdo de DNA foi avaliada por espectrofotometria a 260 nm e
a 280 nm, usando um espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000, e a integridade do DNA foi avaliada
por eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio 0,5 ug/mL. As concentracdes de DNA
precisaram atingir uma concentracdo minima de 50 ng/uL, com indice de pureza entre 1,4 até 2,0,
para serem consideradas aptas para o sequenciamento. Para avaliar a pureza do material genético
obtidos foi determinado os indices de pureza (IP) e, de acordo com a relagdo das absorbancias:
A260/A280 para as amostras estarem no intervalo entre 1,8 - 2,0. As amostras de DNA com valores

de IP no esperado foram armazenadas a -20 °C até o seu uso.
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3.4 Sequenciamento e andlises por bioinformdtica dos dados metagenomicos

34.1 Sequenciamento

O material genético extraido foi encaminhado para sequenciamento na plataforma Illumina

(NovaSeq 6000) por uma biblioteca pareada de 150 pares de bases.

3.4.2 Etapas e fluxograma do trabalho in silico

Para obtengao de escopo geral das etapas realizadas, um fluxograma foi feito para detalhar
as etapas durante cada andlise e os programas usados para obtenc¢do de resultados. A figura abaixo
(Figura 3) mostra um fluxograma com os caminhos e planejamentos de etapas para a realizagdo

deste trabalho.

SEQUENCING DATA

(FASTQ)

= )

SEQUENCING DATA
(FASTQ)

SEQUENCING DATA SEQUENCING DATA AMR
(FASTQ) (FASTQ) IDENTIFICATION
METASPADES KRAKEN2 NORMALIZATION
KRAKEN TOOLS (Rscript)
TAXONOMIC
ANALY SIS
MICROECO

VIRAL MAG OPTIMAL REGION
IDENTIFICATION ASSEMBLY DIVERSITY ANALYSIS FOR PHAGE
BIOPROSPECTION

COMEBIN

FUNCTIONAL I

SELECT MAG

SEQUENCES ANALYSIS
CHECKM2
VIBRANT — & PUTATIVE PHAGE-HOST RELATIONSHIP

VIRSORTER2

E——
SELECT VIRAL AXON . HOST PREDICTION
SEQUENCES AL PHAGE SCOPE

CHECKV _—
VIRALCOMPLETE C=ri

Figura 3: Fluxograma das analises in silico feitas para a identifica¢do do ponto de maior

contaminagao e identificagdo de sequéncias virais a partir deste ponto.

3.4.3 Andlise de Controle e Qualidade
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Os dados brutos de sequenciamento em formato FASTQ foram primeiramente rodados pelo
programa FASTQC (ANDREWS; OTHERS, 2010) para avaliacdo das caracteristicas dos dados,
tamanhos e qualidades das leituras obtidas apos o sequenciamento. Entao, os dados foram trimados
por tamanho e qualidade Phred usando o programa fastp (CHEN et al., 2018), onde leituras de
tamanho menor do que 75 pares de bases e regides com valores de qualidade Phred menores que
20 foram removidas. Os dados resultantes foram usados para as etapas seguintes de analise de

diversidade e composi¢ao do microbioma e montagem das leituras em contigs.

3.4.4 Analise do microbioma

Para analise da diversidade e identificagdo de organismos presentes nos dados
metagendmicos, as leituras resultantes da etapa de controle de qualidade foram usadas como
entradas ao software Kraken2 (WOOD; LU; LANGMEAD, 2019), tendo como referéncias o banco
de dados PFP (Standard plus Refeq protozoa, fungi & plant) gerado em 2024 obtido pela “AWS-
INDEXES” com RefSeq de dados de archaea, bactéria, virus, plasmideos, protozoarios, fungos e
plantas.

Os resultados report obtidos do Kraken2 foram mesclados usando scripts presentes no
Krakentools (LU et al., 2022; WOOD; LU; LANGMEAD, 2019) e adaptados junto aos metadados
para serem analisados no R (v. 4.2) pelo pacote microeco (LIU ef al., 2021). Nele os clados de
virus e bactérias foram filtrados, calculados e plotados andlises de diversidade microbiana e
posteriormente associd-los aos metadados obtidos. Usando este pacote, os dados foram pré-
processados, e plotados valores como abundancia taxondmica, diversidade alfa e beta, bem como
analise de redundancia (RDA) entre os dados de diversidade dos dados ambientais em associacao

aos metadados obtidos.

345 Etapa de Montagem

Durante a etapa de montagem, o programa MetaSpades (NURK et al., 2017) foi usado para
a montagem das leituras em contigs, devido ao mesmo ter mostrado um melhor rendimento para a
obtencao e caracterizagdo de sequéncias virais em dados metagendmicos quando comparados com

outras 16 abordagens de montagens metagenomicas (SUTTON et al., 2019).
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3.4.6 Analise de Resisténcia

A andlise de resisténcia das leituras foi feita pela base de dados CARD (Comprehensive
Antibiotic Resistance Database- Versdo 3.2.6) pelo programa RGI (ALCOCK et al., 2020), que ¢
capaz de identificar genes de resisténcia, variantes, e genes de prevaléncia para se detectar GRAs
(Genes de Resisténcia a Antibidticos). Estes resultados foram usados para se buscar associar os
géneros e regides na qual estes genes de resisténcia estdo presentes e correlacionar com a regido de
maior impacto ambiental.

Para se comparar o perfil do microbioma com a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos (GRAs) entre as regides foram realizados os seguintes critérios. Os resultados

foram filtrados usando os critérios de sele¢ao de leituras que tenham ao menos 80% de cobertura,

e foram normalizadas seguindo a formula € = 1000 * zx/ﬁ/ T, onde C ¢ a abundancia relativa, R o
numero de leituras alinhadas aos genes de resisténcia, e T o niimero total de leituras (INDA-DIAZ
et al., 2023). Baseado nestes parametros, alguns scripts foram desenvolvidos em R (v4.4.1) para
gerar uma tabela de abundancia com todas as regides para verificar o perfil de resisténcia entre os
genes funcionais. Esta tabela foi posteriormente usada como metadado para comparar o perfil do
microbioma de bactérias usando Analise de redundancia (RDA) para identificar as areas mais
contaminadas baseados nos GRAs identificados para cada regido.

Ap0s a identificagdo, os dados metagenomicos foram usados para se buscar sequéncias
virais a partir dos dados montados, e, em paralelo, MAGs foram gerados e selecionados baseados
em dados de qualidade e classificacdo taxondmica para a posterior identificagdo por inferéncia de

possiveis bactérias hospedeiras das sequéncias virais.

3.4.7 Andalise de Sequéncias Virais

Para a identificagdo de sequéncias virais, os programas utilizados foram: VIBRANT
(KIEFT; ZHOU; ANANTHARAMAN, 2020), VirSorter2 (GUO et al., 2021) e DeepVirFinder
(REN et al., 2020), por terem obtidos os maiores valores de score F1 usando dados microbianos
simulados e outros dados reais para a identificacdo de sequéncias virais (DANTAS et al., 2024;
HO et al., 2023). As sequéncias resultantes foram concatenadas e filtradas baseado nos seus

resultados de qualidade obtidos pelos programas ViralComplete (ANTIPOV et al., 2020) e checkV
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(NAYFACH et al., 2021), onde sequéncias com valores de completude maiores do que 90% e
contaminagdo menores que 10% foram selecionados.

Para a predi¢do de provaveis hospedeiros das sequéncias virais foi utilizado o pipeline
iPHoP (ROUX et al., 2023) usando o seu banco de dados “iPHoP db Jun25 rw”, onde os
provaveis géneros hospedeiros foram comparados por inferéncia com as MAGs obtidas e
classificadas taxonomicamente de acordo com o seu provavel grupo hospedeiro. As sequéncias
virais que tiveram seus hospedeiros identificados que corresponderam ao taxon obtido das MAGs
do mesmo ponto foram selecionadas para analises posteriores.

As sequéncias virais selecionadas foram analisadas quanto a caracteristicas funcionais que
possam apresentar, como a presenca de genes de resisténcia a antibioticos usando o programa RGI
(ALCOCK et al., 2020), presenca de elementos moveis usando geNomad (CAMARGO et al.,
2024), presenca de sequéncias anti-CRISPR-Cas, presenga de genes de viruléncia e andlise de ciclo

viral usando a ferramenta web PhageScope (WANG et al., 2024a).

3.4.8 Montagem de MAGs e correlagdo bacteriofago-hospedeiro

Para realizar a etapa de montagem de genomas a partir de dados metagenomicos ou MAGs,
conhecido também como “binning” foi utilizado o programa COMEBin (WANG et al., 2024b) por
ter sido o programa que apresentou as melhores pontuagdes para dados de “short-reads” quando
comparado com outras ferramentas de binning (HAN; WANG; ZHU, 2025). As MAGs obtidas
foram avaliadas e selecionadas de acordo com os valores de qualidade obtidos pela ferramenta
CheckM2 (CHKLOVSKI et al, 2023), onde foram selecionadas MAGs com valores de
completude maiores do que 50% e contamina¢do com valores menores do que 10%.

As MAGs selecionadas foram classificadas taxonomicamente posteriormente usando a
ferramenta kMetaShot (DEFAZIO et al., 2024), e a partir destes resultados as MAGs que
corresponderam taxonomicamente ao grupo hospedeiros identificados pelo iPHoP (ROUX et al.,
2023) foram selecionadas para outras andlises funcionais que possam estar associadas a relacao
bacteriéfago-hospedeiro, como identificagdo de genes de resisténcia a antibidticos usando o
software RGI (ALCOCK et al., 2020), presenga de sequéncias de CRISPR-Cas, e presenca de
elementos associados a defesa contra bacteriofagos nas MAGs selecionadas usando o software

DefenseFinder (TESSON et al., 2022).
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4. RESULTADOS

4.1  Dados fisico-quimicos

Os dados fisico-quimicos de cada ponto também foram obtidos paralelamente enquanto as
coletas de dgua foram realizadas (Tabela 2).

Foram realizadas medi¢des de 10 pardmetros fisico quimicos. Os parametros medidos
foram: Potencial de pH ou potencial hidrogeniénico (pH e pHmV); temperatura em graus celcius;
Press@o em mbar (milibar); Resistividade em milliohm versus cm (mQ*cm); condutividade elétrica
em EC, quanto maior estes valores, maior a capacidade da agua conduzir eletricidade devido a
maior disponibilidade de ions na mesma; Disponibilidade de Solidos Totais Dissolvidos TDS
(Sélidos Totais Dissolvidos); Salinidade; Propriedades Oxido redundantes da 4gua ORP (Potencial
de Oxida¢ao-Redugdo); e oxigénio dissolvido da dgua DO (Oxigénio Dissolvido) em ppm (partes
por milhdo).

Nas tabela 2 a seguir estdo os resultados dos 10 parametros fisico quimicos coletados para
cada replica e ponto das cidades de Braganga. Os resultados dos valores estdo marcados por cor e
intensidade entre vermelho, branco e verde, onde vermelho indica os maiores valores dentre os
pontos, branco indica valores intermediarios e verde indica os menores valores dentre os pontos

(colunas).

Potencial de H | Temperatura | Pressdo | Resisténcia | EC | TDS | Qalinidade | ORP DO

pH | pHmV C mbar MQ cm uS/cm | ppm mV ppm
P1A 27,03
P1 | P1B 173,1 27,01 -188,1 2,8
P1C 26,94 -185,9 | 2,96
P2A | 497 | 1293 27,04 1013,2 0,0261 38 27 0,02 -175,1 | 4,22
P2 | P2B | 4,77 | 141,2 27,04 1013.,4 0,0246 41 29 0,02 -171 4
P2C | 4,73 143.4 27,06 1013,5 0,0244 41 29 0,02 -175 4,21
P3A | 5,25 113,6
P3 | P3B | 5,39 105,4
P3C | 5,41 104,5
- P4A | 5,36 107,1

P4B | 527 | 1125
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P4C | 528 | 1115 26,07 1013,9 0,0166 60 42 0,03 -180 2

PSA 6 70,5 26,63 1010,4 0,008 126 88 0,06 -221,2 | 1,32
PS5 | P5SB | 5,98 71,3 26,63 1010,5 0,008 126 88 0,06 -219,2 | 1,54

P5C | 6,41 47 26,63 1011,2 0,008 125 87 0,06 -222.8 | 1,51

Tabela 2: Resultados dos dados fisico quimicos obtidos por cada ponto na cidade de Braganca-PA.
Nele estao os resultados de 10 parametros fisico quimicos coletados para cada replica e ponto. Os
resultados dos valores estao destacados por cor e intensidade entre vermelho, branco e verde, onde
vermelho indica os maiores valores dentre os pontos, branco indica valores intermediarios e verde

indica os menores valores dentre os pontos (Valores maior e menor dentro das colunas).

4.2 Extragdo do DNA metagenomico

A partir dos materiais armazenados em TSE, foi feita a extragdo do DNA gendmico como
caracterizado na metodologia (Tépico 3.3). Os materiais genéticos obtidos foram analisados em
nivel de concentracdo e integridade.

O DNA metagendmico foi extraido com o kit DNeasy PowerSoil Pro (QIAGEN), seguindo
o protocolo do fabricante. A concentracdo de DNA foi avaliada por espectrofotometria a 260 nm e
a 280 nm, usando um espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000, e os resultados obtidos pela cidade de
Braganca foram mostrados na tabela 3 a seguir.

Foram usados apenas concentracdes de DNA que tiveram uma concentragao minima de 50
ng/ulL, com indice de pureza entre 1,4 até 2,0, para serem consideradas aptas para o
sequenciamento. Para avaliar a pureza do material genético obtidos foi determinado os indices de
pureza (IP) e, de acordo com a relacdo das absorbancias: A260/A280, que estejam no intervalo

entre 1,8 - 2,0, assim extragdes que obedeceram a esses critérios foram usadas (Tabela 3).

Braganca
Purez
Concentracio a Volume
ng/nL 1P pL
BP1A 63,8 1,52 50
BP1B 63,8 1,52 50
BPIC 63,8 1,52 50
BP2A 63 1,57 50
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BP2B 94,3 1,52 50
BP2C 63 1,85 50
BP3A 54,7 1,65 50
BP3B 81,4 1,7 50
BP3C 150 1,7 50
BP4A 71,7 2,01 50
BP4B 66 1,76 50
BP4C 64 1,74 50
BPSA 60,1 1,69 50
BP5B 81,6 1,67 50
BP5C 52,5 1,77 50

Tabela 3: Valores de concentracdo de DNA avaliada por espectrofotometria a 260 nm e a 280 nm,
usando um espectrofotometro NanoDrop™ 1000. Da esquerda para a direita estao os resultados de
concentragdo, indices de pureza e volume obtido. Os valores de cada ponto (Ponto 1 ao 5) estdo

organizados de cima para baixo.

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose com brometo de
etidio 0,5 ug/mL, e as amostras de DNA com valores de IP no intervalo esperado foram
armazenadas a -20 °C até o seu uso. Os resultados mostraram poucos rastros pela imagem de

eletroforese em gel, indicando que o DNA ambiental extraido aparenta estar integro (Figura 7).
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Figura 4: Técnica de eletroforese em gel dos DNAs extraidos para cada ponto do municipio de
Braganga-PA. A eletroforese foi realizada para se comparar a integridade do material genético

obtido, e ele aparenta estar integro pelos resultados acima.

4.3 Diversidade bacteriana e viral nos dados metagenémicos

A diversidade alfa e beta foi calculada usando o pacote microeco, a diversidade alfa de
Shannon foi usada para os grupos de bactérias e virus analisados. Os resultados da diversidade alfa
para cada amostra foram comparados com o teste ndo paramétrico de Wilcox, e as diferencas
estatisticamente significativas entre os pontos foram rotuladas com "*".

Para o grupo bacteriano, a regido BP1 foi a que apresentou maiores valores de riqueza para
a diversidade alfa quando comparado com as outras regides, e a diversidade alfa BP1 mostrou-se

significativamente diferente das regidoes BP3, BP4 e BP5. A regido BP2 mostrou-se
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significativamente diferente contra BP4, e a regido BP3 mostrou diferencas significativas entre os
pontos BP1 e BP4. A regiao BP4 foi a mais significativamente diferente para todos os outros
pontos neste grupo, € mostrou o menor valor de riqueza quando comparado com as outras regioes.
As comparagdes de diversidade alfa que apresentaram um valor de p menor que 0,05 para o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon foram destacadas com um '*', valores de p < 0,01 foram destacados
com "**" e valores de p < 0,001 com "***",

Para o grupo virus, presente no grafico a direita, BP1 foi significativamente diferente de
todos os outros 4 pontos, e teve um baixo valor de riqueza em relagao aos outros pontos analisados.
A regido BP2 mostrou-se significativamente diferente contra BP1 e BP4, sendo BP2, BP3 ¢ BP5
as regides que mostraram maiores valores de riqueza para o grupo virus. A regido BP3 mostrou

diferenga significativa com os pontos BP4 e BP1 (Figura 5).
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Figura 5: Box plots da diversidade de Shannon calculada para cada um destes dois grupos:
Bactérias e Virus, respectivamente da esquerda para a direita. As comparagdes de diversidade alfa
que apresentaram um valor de p menor que 0,05 para o teste ndo paramétrico de Wilcoxon foram

destacadas com um "*', valores de p < 0,01 foram destacados com "**" e valores de p < 0,001 com
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Para a beta-diversidade, as andlises foram feitas usando a distancia de Bray-Curtis dentro e
entre as regides de cada grupo, conforme a Figura 6. Os resultados obtidos para andlises de
dissimilaridades entre amostras mostraram um alto valor de dissimilaridade entre a regiao BP1 com
todas as outras regides comparadas tanto para os grupos de bactéria quanto no grupo virus,
mostrado nos quatro primeiros box-plots da figura 6-A de cima para baixo respectivamente. Para
as outras regides, as comparacdes com a regido BP4 também mostraram valores altos de
dissimilaridade tanto para virus quanto para bactérias, € os menores valores de dissimilaridades

foram observados entre as regioes BP2 e BP3 para os dois grupos.
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Figura 6: Distancia de Bray-Curtis entre as regides para bactérias e virus, de cima para baixo,
comparando as dissimilaridades entre e dentro das 5 regides do rio. A - Box-plots da distancia de
Bray-Curtis entre pares de regides comparando-se de cima para baixo, bactérias e virus. B - Box-
plot da distancia de Bray-Curtis para mostrar as dissimilaridades dentro das 5 regides do rio para

bactérias e virus, da esquerda para a direita, respectivamente.

Quanto as analises de beta diversidade dentro dos grupos mostrado na Figura 6-B,
observou-se valores baixos de dissimilaridade no grupo Bactéria para a regido BP1 seguida da
regido BP5, sendo as demais regides que apresentaram maiores valores de dissimilaridade do maior
para menor BP3, BP4 ¢ BP2, em que suas medianas variaram de 0.1 a 0.2. Para o grupo Virus, a
distancia de Bray-Curtis mostrou um maior valor em BP1 com mediana préximo de 0.45, enquanto
nas outras regides os maiores valores de maior para menor foram encontrados em BP2, BP4 ¢ BP5
que tiveram suas medianas variando de 0.35 a 0.3. BP3 mostrou um menor valor de dissimilaridade

em relagdo as outras regides com uma mediana com valor abaixo de 0.3 (Figura 6-B).

4.4  Abundancia bacteriana e viral entre regioes

Para caracterizar as espécies mais comuns em cada regido com base nos dados de leituras
metagendmicas, um grafico de barras empilhadas dos valores médios foi gerado de acordo com a
abundancia relativa de cada regido em nivel de filo. Os resultados mostraram que o filo
Pseudomonadota é o mais abundante em todas as 5 regides, com a abundancia relativa aumentando
ligeiramente até que este filo tenha valor mais abundante em BP4, seguido por uma diminui¢ao
nesse filo em BP5. Actinomycetota e Bacillota apresentaram uma ligeira diminui¢do de BP1 para
BP4, com um aumento desse filo na regido BP5, e Bacteroidota apresentou crescimento continuo
das regides BP1 para BP5 (Figura 7).

Pseudomonadota, formalmente conhecido como Proteobacteria, € geralmente o filo mais
abundante entre os ambientes naturais e pode estar associado ao impacto antropico, devido a

maioria das bactérias patogénicas estarem presentes nesse filo.
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Figura 7: Gréfico de barras empilhadas com os valores médios dos filos do Grupo Bactéria e Virus,
da esquerda para a direita respectivamente. A abundancia relativa foi ordenada de baixo para cima
e indica a abundancia relativa de cada filo em uma escala percentual em comparagdo com os outros

virus identificados.

Para os virus identificados nesses dados, os Uroviricota foram o filo mais abundante em
todas as regides, apresentando mais de 50% da abundancia relativa (%) presente em todos os virus
identificados, com sua média de abundancia relativa aumentando ligeiramente do BP1 ao BP4,
enquanto a média dos Nucleocytoviricota diminuiu ligeiramente do BP1 ao BPS5 (Figura 7).

Os Uroviricota incluem a classe Caudoviricetes, conhecida por ser uma das classes de virus
mais predominantes presentes no planeta, com cerca de 96% de todos os virus conhecidos sendo
dessa classe (FOKINE; ROSSMANN, 2014), e sua abundancia corresponde a alta abundancia dos
Pseudomonadota, visto que algumas de suas bactérias hospedeiras provavelmente estdo presentes
nesse filo (ZHOU et al., 2023).

Os Nucleocytoviricota correspondem a virus com genomas grandes e mais complexos, com
alta diversidade de genes homologos presentes em todos os outros grupos, o que torna sua
classificagdo mais dificil. Eles apresentam um formato icosaédrico e sdo mais conhecidos pelos

virus gigantes presentes nesse filo, como alguns Mimivirus (XIAN; XIAO, 2020).
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Figura 8: Mapa de calor de espécies identificadas para o grupo de bactérias (esquerda) e virus
(direita) presentes nas regioes coletadas em Braganga-PA

Para as espécies identificadas de bactérias e virus em cada uma dessas regides, observou-
se um aumento de enterobactérias associadas a infecgdes patogénicas a partir do BP1 até o BP4,
sendo o BP4 o0 mais abundante, seguido por uma ligeira diminui¢do de algumas destas bactérias no
BP5. Algumas das espécies patogénicas identificadas com maior abundancia no BP4 sdo
Enterobacter cloacae, Enterobacter roggenkampi, Acinetobacter junii, Cloacibacterium caeni e
Enterobacter asburiae.

A maioria dessas bactérias identificadas estd associada a infecgdes patogénicas
relacionadas ao trato urinario, pneumonia ou infec¢des de feridas, sendo todas consideradas
bactérias oportunistas (ELBEHIRY et al., 2024; GUPTA et al., 2019; MOSAFFA et al., 2024),
com excecdo do Cloacibacterium caeni, que € encontrado em aguas residuais (CHUN et al., 2017).

A partir dos virus identificados observados na Figura 8, na BP1, foi demonstrado que os
virus conhecidos por infectar insetos foram mais abundantes na area menos impactada, a partir da
nascente do rio, diminuindo ligeiramente até a BP4. Os virus invertebrados identificados incluiram:
iridovirus de invertebrados 25, virus iridescente de invertebrados 22 e virus iridescente de
invertebrados 9.

Considerando que as bactérias patogénicas foram mais abundantes na regido BP4, os
bacteriofagos identificados, conhecidos por terem hospedeiros como enterobactérias e
actinobactérias, incluem as bactérias mais abundantes na BP4 (Figura 8). Os bacteri6fagos mais
proeminentes na BP4 foram, em nivel de espécie, os seguintes: Carjivirus communis, Carjivirus
hominis e Cronobacter fago CR5. Embora ndo tdo conhecidos quanto esses virus, também foi
observado um aumento de bacteriofagos conhecidos por terem bactérias patog€nicas como
hospedeiras a partir do BP2, como Xuquatrovirus PTXU04, Burzaovirus coli, Chakrabartyvirus
pflo6, Asteriusvirus PBECO4 e Klebsiella phage Miami. A partir do BP3, também foi observado
um aumento de bacteriofagos relacionados a bactérias patogénicas como hospedeiras, como
Angelvirus px29, Fohxhuevirus gastrointestinalis € Burzaovirus intestinihominis. Embora nao tao
elevado quanto o BP4, dois bacteriofagos pareceram apresentar um ligeiro aumento de
bacteriéfagos de bactérias patogénicas, como Carjivirus communis e Carjivirus hominis.
Curiosamente, também foi identificado em quase todas as regides, € com uma maior abundancia

relativa presente em BP1, sequéncias que correspondiam a um bacteriofago de nome “Ruegeria
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phage vB_RpoS-V18” que tem uma bactéria heterotrofica marinha conhecida como Ruegeria
pomeroyi como hospedeira, que ¢ conhecida por degradar 2,3-di-hidroxipropano-1-sulfonato
(DHPS) que ¢ produzido por um grande nimero de algas marinhas presentes no ambiente
(COOPER; SMITH, 2015). Essa interagdo foi demonstrada com Thalassiosira pseudonana que
produz o composto 2,3-di-hidroxipropano-1-sulfonato (DHPS), alimentando-se de Ruegeria
pomeroyi, uma vez que esta espécie possui genes relacionados com o catabolismo de DHPS, e em
troca, fornece vitamina B12 para apoiar o crescimento da Thalassiosira pseudonana (DURHAM

etal.,2015).

4.5 Associagado de perfil taxonomico e resisténcia por andlise de redundancia (RDA)

A partir do perfil taxondmico obtido para o grupo Bactéria, e o perfil de resisténcia obtido
pelo programa RGI para gerar uma tabela normalizada com os mecanismos de resisténcia como
metadados foi gerado um grafico RDA com o objetivo de identificar qual regido apresentaria maior
correlacdo com bactérias patogénicas, bem como a presenca de genes de resisténcia identificados,
e a partir disso, selecionar a regido mais contaminada por ser ideal para identificar os bacteri6fagos
ideais para uso contra bactérias patogénicas com GRAs presentes na agua (Figura 9).

Os resultados mostraram que os dados das regides analisadas explicaram cerca de 88.89%
da variacdo dos dados, com significancia estatistica p-value = 0.001 para 999 permutagdes. A
varidvel Grupo (que contém as regides analisadas) foi altamente significativa (F = 179,03; p =
0,001) para o modelo de RDA gerado. Quanto as varidveis de mecanismos de resisténcia
analisadas, houve uma forte correlagdo com valores de r* > 0.97 e um p-value menor do que 0.001
para estes dados. Os mecanismos mais fortemente relacionados foram “efluxo de antibidticos™ (12
= 0,986) e “substitui¢do de alvo antibiotico” (1> = 0,985), seguidos de “alteracdo do alvo
antibiodtico”, “reducao da permeabilidade dos antibidticos” e “inativacdo de antibidticos”, com
valores de > > 0,978. Contudo, a analise de variancia revelou que apenas “alteracdo do alvo do
antibiotico” (F = 36,68; p = 0,002), “efluxo de antibidticos” (F =29,31; p =0,001) e “protecao do
alvo do antibiotico” (F = 6,21; p = 0,043) contribuiram de forma significativa e independente para

a variagao explicada pelo modelo (Figura 9).
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Figura 9: O grafico de RDA ilustra a correlacdo entre os perfis de resisténcia e as regides de
coleta. Observou-se que os genes associados aos mecanismos de resisténcia apresentaram maior
associacdo com a regido BP4, além de correlacdo relevante com géneros bacterianos como

Enterobacter, Phytobacter e Acidovorax.

Esses resultados sugerem que a abundancia dos géneros Enterobacter, Phytobacter e
Acidovorax apresentou correlacdo com a regido BP4, e ela esta correlacionada com perfis de
mecanismos de resisténcia a antibidticos associados a alteragdo, substituicdo e prote¢do do alvo
antibiotico, efluxo, inativacao e reducao da permeabilidade dos antibidticos. Com base nisso e no
fato de que a identificacdo de bactérias patogénicas foi mais abundante na regido BP4, essa regido
foi selecionada como mais apta para identificar sequéncias de bacteriéfagos presentes nos dados

metagendmicos que possam atuar no combate a bactérias patogénicas.
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Analises de correlagcdo com os dados fisico-quimicos obtidos também foram realizados com
os dados metagenomicos obtidos (figura ndo mostrada). Os dados da regido explicaram cerca de
87.12% da variagao dos dados, com significancia estatistica p-value = 0.001 para 999 permutacgdes.
Houve uma certa correlagio com valores de r* > 0.70 e um p-value menor do que 0.001 para 4
dados fisico-quimicos que foram: pH, EC, TDS e salinilidade, com valores de r* variando de

0.8239, 0.7068, 0.7078 e 0.7199 respectivamente.

4.6  Identificacdo de sequéncias de bacteriofagos de interesse a partir dos dados
metagenomicos

Para a identificagdo das sequéncias virais, foram utilizados os softwares VIBRANT
(KIEFT; ZHOU; ANANTHARAMAN, 2020), VirSorter2 (GUO et al., 2021) e DeepVirFinder
(REN et al., 2020), com comprimento minimo de sequéncias de 1.000 bp. As sequéncias
identificadas foram concatenadas e as sequéncias redundantes removidas para entdo serem
analisadas quanto a sua qualidade, completude e contaminagao usando os softwares ViralComplete
(ANTIPOV et al., 2020) e CheckV (NAYFACH et al., 2021), em que sequéncias de qualidade
média ou superior, completude > 90%, contaminacdo < 10% e que nao fossem provirus foram
selecionadas. Apos usar esses filtros foram obtidas 19, 14, 11, 11 e 6 sequéncias virais para os

pontos BP1, BP2, BP3, BP4 e BP5 respectivamente (Tabela 4).

Sequéncias Virais identificadas
BP1 BP2 BP3 BP4 BP5
DeepVirFinder 10446 17596 15475 15136 13120
VIBRANT 1994 2935 2090 1881 962
VirSorter2 7572 11986 9622 8900 6304
Total 14313 22920 20450 21083 17664
Sequéncias selecionadas 19 14 11 11 6

Tabela 4: Numero de sequéncias virais identificadas por cada software por ponto seguido do
numero de sequéncias totais obtidas apds a concatenagdo e remocgao de sequéncias redundantes e

selecdo final baseada nos resultados de CheckV e ViralComplete.
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Para a classificagdo taxonOmica das sequéncias virais selecionadas foi utilizado a
ferramenta geNomad (CAMARGQO et al., 2024), e nela, foi possivel classificar taxonomicamente,
em nivel de classe, algumas sequéncias virais.

Para a identificacdo de provaveis hospedeiros das sequéncias virais foi utilizada a
ferramenta iPHoP (ROUX et al, 2023) (versao 1.4.1) utilizando o banco de dados padrao
(“Jun_2025 pub rw”), e uma lista de provaveis hospedeiros foi gerada com o objetivo de comparar
com os MAGs posteriormente identificados. No entanto, algumas sequéncias virais ndo puderam
ter seus hospedeiros identificados pelo iPHoP, portanto, ndo foram consideradas para analise

posterior.

4.6.1 Sequéncias virais selecionadas em BP1

Seguindo os critérios de sele¢do de sequéncias virais a partir dos resultados do CheckV e

ViralComplete, foram identificadas 19 sequéncias virais mostradas na Tabela 5 abaixo.

s . . . completeness o

contig_id contig_length provirus | checkv_quality ViralComplete contamination
NODE 52 41432 No Medium-quality 98.1% 0
NODE 27 54305 No Complete 126.3% 0
NODE 42 43494 No High-quality 100.3% 0
NODE 40 43985 No Medium-quality 90.4% 0
NODE 21 61116 No Medium-quality 97.5% 0
NODE 18 63509 No High-quality 147.2% 0
NODE 26 55440 No Medium-quality 99.4% 0
NODE 11 74789 No Medium-quality 96.1% 0
NODE 35 46590 No High-quality 92.4% 0
NODE 69 37775 No Medium-quality 92.7% 0
NODE 14 67391 No Medium-quality 117.0% 0
NODE 41 43911 No High-quality 116.7% 0
NODE 66 38444 No Medium-quality 110.2% 0

NODE 9 75510 No Complete 195.2% 0
NODE 77 35758 No High-quality 108.7% 0
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NODE 23 57955 No Medium-quality 90.4% 0
NODE 64 38865 No Complete 98.6% 0
NODE 44 42374 No Medium-quality 101.0% 0
NODE 36 45932 No High-quality 123.0% 0

Tabela 5: Sequéncias virais selecionadas no ponto BP1 seguindo os critérios de selecdo descritos

acima e no topico 3.4.7.

Com estas 19 sequéncias selecionadas, usou-se o software iPHoP para a identificacdo de
provaveis bactérias hospedeiras destas sequéncias, no entanto, somente o “NODE 36 foi

identificado, gerando os resultados disponibilizados na Tabela 6 abaixo.

Virus Host genus Confidence score
f Bryobacteraceae;g JADGNRO1 90.30
NODE 36
f Bryobacteraceae;g  JAIQFLO1 90.30

Tabela 6: Sequéncias virais em que o seu hospedeiro foi identificado usando o software iPHoP para

o ponto BP1.

Esta provavel sequéncia viral mostrada na Tabela 6 aparenta ser um bacteriofago de
bactérias da familia Bryobacteraceae que ¢ uma familia relacionada a bactérias responsaveis na
fixacdo de nitrogénio para o meio ambiente, além de ser uma familia pouco estudada, mas
conhecida por estar presente no ciclo biogeoquimico de ambientes poucos impactados
(GONCALVES et al., 2024). Sendo assim, um indicador do pouco impacto ambiental presente na
regido.

A nivel de classificagdo taxondmica, todos os contigs virais foram classificados como
pertencentes a classe Caudoviricetes, sendo o NODE 42 classificado como ordem
Fredfastierviridae além de pertencer a classe Caudoviricetes.

Como a regido BP1 foi o ponto de menor contaminagdo por atividades antropogénicas
analisado, e observou-se um baixo valor de riqueza para o ponto BP1 (Figura 5) em comparacao
com outras regides, no entanto, esta regido também foi a que mais foi identificada sequéncias de
virus de qualidade. Este resultado pode ter ocorrido devido as seguintes possibilidades. 1- A baixa

riqueza presente nos dados metagenomicos terem oferecidos menos espécies para serem analisadas
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e assim ter sido possivel obter mais sequéncias virais que aumentaram a qualidade durante a
montagem para este dominio; 2 — Os resultados de diversidade podem ter identificados poucas
sequéncias virais devido ao seu banco de dados do kraken2 ter poucas sequéncias que se
identificaram com os dados metagendmicos, dai o baixo valor de riqueza obtido, j4 para a
identificacdo de sequéncias virais € possivel que durante a etapa de montagem tenha gerado contigs
virais a partir de leituras virais de matéria escura (Viral Dark Matter) (SANTIAGO-RODRIGUEZ;
HOLLISTER, 2022) que nao foram identificados pelo banco de dados do kraken2. Estes contigs
devem ter facilitado a identificacdo de sequéncias virais novas pelos programas usados, resultando

nas 19 sequéncias selecionadas.

4.6.2 Sequéncias virais selecionadas em BP2

Seguindo os critérios de sele¢do de sequéncias virais a partir dos resultados do CheckV e

ViralComplete, foram identificadas 14 sequéncias virais mostradas na Tabela 7 abaixo.

contig_id contig_length provirus checkv_quality Jﬁ_‘;‘gﬁ:ﬁgﬁ:z Contamination
NODE 206 36025 No Medium-quality 79,85 0
NODE 176 39051 No Complete 100 0
NODE 161 41015 No High-quality 100 0
NODE 3298 6495 No Complete 100 0
NODE 147 43536 No High-quality 98,36 0
NODE 153 42391 No Complete 100 0
NODE 165 40344 No High-quality 100 0
NODE 2 38091 No High-quality 99,5 0
NODE 117 50218 No Complete 100 0
NODE 61 74846 No Medium-quality 86,64 0
NODE 190 37654 No Medium-quality 57,07 0
NODE 212 35156 No Complete 100 0
NODE 173 39325 No Medium-quality 65,54 0
NODE 85 61424 No High-quality 100 0
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Tabela 7: Sequéncias virais selecionadas no ponto BP2 seguindo os critérios de sele¢do descritos

no topico 3.4.7.

Usando o software iPHoP somente o “NODE 161 foi identificado, gerando os resultados

disponibilizados na Tabela 8 abaixo.

Virus Host genus Confidence
score
f Burkholderiaceae;g  JAEWVYO01 95.70
NODE 161 — - — -
- f Burkholderiaceae;g Limnohabitans A 91.60

Tabela 8: Sequencias virais em que o seu hospedeiro foi identificado usando o software iPHoP

para o ponto BP2.

A nivel de classificacdo taxondmica, quase todos os contigs virais foram classificados como
pertencentes a classe Caudoviricetes, sendo o NODE 153 ¢ o NODE 147 classificados como
pertencentes a ordem Fredfastierviridae e a classe Caudoviricetes. Sendo o NODE 3298 o unico
que foi classificado como pertencente a familia Tombusviridae, que se trata de um virus de RNA
de plantas (LOZIER et al., 2024). Como estes dados se tratam de dados de metagenoma, a origem
desta classificacao pode ser devido a um falso positivo ou a algum outro erro de classificacdo desta
sequéncia viral.

Dentre as 14 sequéncias virais identificadas como possiveis bacteriofagos no ponto BP2,
apenas uma pode ter seu hospedeiro identificado usando uma pontuacdo de confianga minimo de
90%. Esta sequéncia viral presente na tabela 8 aparenta ter uma sequéncia viral de um bacteriéfago
com hospedeiro de familia Burkholderiaceae, sendo esta familia associada com supressdao de
crescimento de fungos e promover o crescimento de plantas (CARRION et al., 2018). Quanto ao
género Limnohabitans, que seria um dos provaveis hospedeiros do NODE 161, ¢ um género
normalmente encontrados em regides de aguas doces e seu crescimento estd associado com a
proliferagdao de algas, e em regides com baixa presenga deste género se correlaciona com a

proliferagio de cianobactérias (JEZBEROVA et al., 2017).

4.6.3 Sequéncias virais selecionadas em BP3
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Seguindo os critérios de selecao de sequéncias virais a partir dos resultados do CheckV e

ViralComplete, foram identificadas 11 sequéncias virais mostradas na Tabela 9 abaixo.

contig_id contig_length pl‘O;’il‘ll checkv_quality completeness contamination
NODE 169 44727 No Complete 100 0
NODE 83 62770 No High-quality 100 0
NODE 187 40945 No Complete 100 0
NODE 30121 2277 No Medium-quality 54,72 0
NODE 181 42392 No Complete 100 0
NODE 205 38938 No Medium-quality 84,45 0
NODE 192 40344 No High-quality 100 0
NODE 1 34368 No Medium-quality 89,52 0
NODE 288 31828 No Medium-quality 84,93 0
NODE 116 54370 No High-quality 100 0
NODE 199 39331 No Medium-quality 65,55 0

Tabela 9: Sequéncias virais selecionadas no ponto BP3 seguindo os critérios de selecdo descritos

no toépico 3.4.7.

A nivel de classificagdo taxondmica, todos os contigs virais foram classificados como
pertencentes a classe Caudoviricetes, sendo o NODE 181 classificado como ordem
Fredfastierviridae além de pertencer a classe Caudoviricetes.

Com estas 11 sequéncias selecionadas, usou-se o software iPHoP para a identificacao de
provaveis bactérias hospedeiras destas sequéncias, gerando os resultados disponibilizados na

Tabela 10 abaixo.

Virus Host genus Confidence
score
f Burkholderiaceae;g  JAEWVYO01 95.70
f Burkholderiaceae;g Limnohabitans A 90.70
NODE_187 — ; — .
- f Burkholderiaceae;g Melaminivora 90.30
f Burkholderiaceae;g_ Rhodoferax A 90.30
NODE 83 f Burkholderiaceae;g Limnohabitans A 95.00

Tabela 10: Sequéncias virais em que o seu hospedeiro foi identificado usando o software iPHoP

para o ponto BP3.
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As duas sequéncias virais encontradas aparentam ser bacteridfagos de bactérias da familia
Burkholderiaceae, descritas e também encontradas na regido BP2, além de apresentar provaveis
hospedeiros o género Limnohabitans para as duas sequéncias virais e que também foram descritas

no topico anterior.

4.6.4 Sequéncias virais selecionadas em BP4

Seguindo os critérios de selecdo de sequéncias virais a partir dos resultados do CheckV e
ViralComplete, foram identificadas 11 sequéncias virais mostradas na Tabela 11 abaixo.

contig_id contig_length pm;qru checkv_quality completeness Contamination
NODE 162 47079 No Medium-quality 118.0% 0
NODE 294 36883 No High-quality 98.5% 0
NODE 177 45190 No High-quality 100.4% 0
NODE 173 45349 No Medium-quality 91.5% 0
NODE 481 30446 No Medium-quality 90.2% 0
NOD?—% 3 6431 No High-quality 110.3% 0
NOD§—476 9526 No High-quality 133.8% 0
NODE 190 44288 No High-quality 108.7% 0
NODE 382 33205 No Complete 99.1% 0

NODE 1 34368 No Medium-quality 113.3% 0
NODE 249 39316 No Medium-quality 94.6% 0

Tabela 11: Sequéncias virais selecionadas no ponto BP4 seguindo os critérios de selecao descritos

no toépico 3.4.7.

A nivel de classificagdo taxondmica, quase todos os contigs virais foram classificados como
pertencentes a classe Caudoviricetes, sendo o NODE 4769 e o NODE 9535 classificados como
pertencentes a familia /noviridae, sendo esta uma familia de bacteriéfagos nao envelopados de fita
simples de DNA (KNEZEVIC; ADRIAENSSENS; ICTV REPORT CONSORTIUM, 2021;
SZEKELY; BREITBART, 2016).



50

Com estas 11 sequéncias selecionadas, usou-se o software iPHoP para a identificacdo de
provaveis bactérias hospedeiras destas sequéncias, gerando os resultados disponibilizados na

Tabela 12 abaixo.

Virus Host genus Confidence
score
NODE 162 f Burkholderiaceae;g Limnohabitans A 90.10
NODE 173 f Enterobacteriaceae;g Enterobacter 96.40
f Bacteroidaceae;g  Bacteroides 99.60
NODE 177 . .
- f Bacteroidaceae;g_ Phocaeicola 98.70
NODE 190 f Enterobacteriaceae;g  Enterobacter 93.80
f Burkholderiaceae;g JAHFQIO1 94.90
NODE 294 — . — -
- f Burkholderiaceae;g  Malikia 90.20
f Enterobacteriaceae;g  Enterobacter 94.30
NODE 382 — - ——

- f Enterobacteriaceae;g Citrobacter 90.70
NODE 4769 f Moraxellaceae;g  Acinetobacter 98.20
NODE 481 f Moraxellaceae;g Acinetobacter 100.00
NODE 9535 f Moraxellaceae;g  Acinetobacter 94.50

Tabela 12: Sequéncias virais em que o seu hospedeiro foi identificado usando o software iPHoP

para o ponto BP4.

Das sequéncias virais analisadas, alguns dos géneros hospedeiros identificados foi
Limnohabitans para a sequéncia NODE 162. O NODE 173 e o NODE 190 parece ter o género
Enterobacter como o hospedeiro mais provavel, e este género ¢ um grupo patogénico conhecido
que pertence ao grupo de bactérias ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp),
conhecido por possuir um conjunto de caracteristicas que lhe permitem apresentar resisténcia a
multiplos fairmacos e ser um grupo de bactérias patogé€nicas para humanos e outros animais
(MILLER; ARIAS, 2024).

O NODE 177 aparenta ser um bacteriofago dos géneros Bacteroides e Phocaeicola, que
sdo conhecidos por estarem normalmente presentes na microbiota intestinal (DA SILVA MORAIS
etal.,2024; ZAFAR; SAIER, 2021).

O NODE 382 apresentou os géneros Citrobacter e Enterobacter como provaveis
hospedeiros sendo o primeiro associado com infec¢des oportunistas normalmente encontrados em

recém nascidos e o segundo estd presente no grupo ESKAPE (JABEEN et al., 2023; MILLER;
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ARIAS, 2024). O NODE 294 apresentou o género Malikia e JAHFQIOl como provaveis
hospedeiros, sendo Burkholderiaceae a familia comum destes géneros identificados, sendo elas
relacionadas a atividades antifiingicas capazes de proteger o crescimento de plantas que convivam
com este grupo de bactérias (CARRION et al., 2018).

As outras 3 sequéncias virais (NODE 4769, NODE 481 ¢ NODE 9535) demonstraram ser
provaveis bacteriofagos do gé€nero Acinetobacter, género relacionado a uma ampla gama de
infeccdes nosocomiais e resisténcia a multiplos medicamentos; além disso, uma espécie deste
género inclui o grupo ESKAPE A. baumannii (CARVALHEIRA; SILVA; TEIXEIRA, 2021).
Além disso, o iPHoP nao identificou o hospedeiro bacteriano de 2 sequéncias virais (NODE 1 e
NODE 249).

4.6.5 Sequéncias virais selecionadas em BP5

Seguindo os critérios de selecdao de sequéncias virais a partir dos resultados do CheckV e

ViralComplete, foram identificadas 6 sequéncias virais mostradas na Tabela 13 abaixo.

contig_id contig_length provirus checkv_quality completeness contamination

NODE 1 370461 No High-quality 98.09 0
NODE 11 130998 No Medium-quality 51.53 0
NODE 118 37038 No High-quality 96.48 0
NODE 120 36831 No High-quality 94.94 0
NODE 125 36315 No Complete 100 0
NODE_69 48594 No Medium-quality 81.35 0

Tabela 13: Sequéncias virais selecionadas no ponto BP5 seguindo os critérios de selecao descritos

no topico 3.4.7.

A nivel de classificacao taxondmica, todos os contigs virais identificados neste ponto foram
classificados como pertencentes a classe Caudoviricetes.

Com estas 6 sequéncias selecionadas, usou-se o software iPHoP para a identificacdo de
provaveis bactérias hospedeiras destas sequéncias, gerando os resultados disponibilizados na
Tabela 14 abaixo.
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Virus Host genus Confidence score
NODE 120 f Burkholderiaceae;g  Malikia 90.20
NODE 1 f Rhodanobacteraceae;g Luteibacter 91.10
NODE 69 f Burkholderiaceae;g Limnohabitans A 93.60

Tabela 14: Sequéncias virais em que o seu hospedeiro foi identificado usando o software iPHoP

para o ponto BPS5.

Dentre as 3 sequéncias, duas apresentam a familia Burkholderiaceae que esta associada
com atividade antifingica e consequente protecdo para o crescimento de plantas e o género
Limnohabitans para o NODE 69 que seu crescimento estd associado a proliferacdo de algas e a
sua baixa presenca esta associada a proliferagio de cianobactérias (CARRION et al., 2018;
JEZBEROVA et al., 2017). Sendo esta familia e género de hospedeiros também encontrados na
regido BP2, BP3 e BP4 dos pontos analisados.

O NODE 1 apresentou a familia Rhodanobacteraceae e o género Luteibacter como
provavel hospedeiro desta sequéncia viral, sendo este género associado com bactérias que crescem
em raizes de plantas e produtoras de substancias que ajudem a proteger de patogenos (AHMED et

al.,2025; JOHANSEN et al., 2005).

4.7  Geragdo de MAGs de interesse a partir dos dados metagenomicos

4.7.1 Geragdo de MAGs e classificagdo taxonomica

Para gerar os Genomas Metagenomicos Montados (MAGs), utilizou-se o software
COMEBin (WANG et al., 2024b) para cada regido analisada separadamente seguidas de uma
analise de completude e contaminacao usando o software CheckM2 (CHKLOVSKI et al., 2023),
com isso, o0s MAGs que obtiveram um valor minimo de completude de 50% e um valor maximo
de contaminac¢do de 10% foram selecionados. Estes MAGs foram classificados taxonomicamente
usando o software kMetaShot (DEFAZIO et al., 2024), sendo que os MAGs classificados foram
analisados quanto a possibilidade por inferéncia de serem provaveis hospedeiros das sequéncias

virais selecionadas e analisadas em cada ponto. Estes hospedeiros e sequéncias virais que foram
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selecionados por inferéncia foram analisados quanto a presenca de genes de resisténcia, presenca

de sistemas CRISPR-Cas e quanto a presenga de genes associados a infec¢ao por fagos.

4.7.2 Geragdo de MAGs no ponto BP1

Para o ponto BP1 usando o software COMEBIn cerca de 106 MAGs foram geradas. Destas,

foi selecionada apenas uma MAG que obteve os padrdes de selecdo declarados (Tabela 15).

Bin Completeness Contamination organism_name
117.fa 99,91 1,2 Sphingopyxis soli
Tabela 15: MAG selecionada a partir dos critérios de contaminacdo, completude e classificacao

taxonomica usando os dados da regido BP1

Apesar de ter tido uma MAG selecionada que obedeceram aos critérios estabelecidos, ndo
foi possivel estabelecer uma inferéncia bactéria-hospedeiro com os dados obtidos para o ponto
BP1, pois o grupo taxondmico obtido a partir da MAG selecionada ndo corresponde com os

provaveis hospedeiros das sequéncias virais selecionadas.

4.7.3 Geragdo de MAGs no ponto BP2

Para o ponto BP2 usando o software COMEBIin cerca de 185 MAGs foram geradas. No
entanto, ndo foi possivel identificar MAGs que obedeceram aos critérios estabelecidos. Assim,
nenhuma MAG foi selecionada e o ponto BP2 também nao foi selecionado para realizar analise de

relag@o bactéria-hospedeiro por nao ter sido identificada relagdo de bactérias e virus para tal.

4.7.4 Geragdo de MAGs no ponto BP3

Para o ponto BP3 usando o software COMEBin cerca de 286 MAGs foram geradas. Destas,

apenas duas MAGs que obtiveram os padrdes de selecao declarados (Tabela 16).

Bin Completeness | Contamination organism_name
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59084.fa 56,07 1,65 Prevotella copri
60784.fa 50,12 2,29 Cloacibacterium normanense
Tabela 16: MAGs selecionadas a partir dos critérios de contaminacao, completude e classificacao

taxondmica usando os dados da regiao BP3

Apesar de ter tido duas MAGs selecionadas que obedeceram aos critérios estabelecidos,
ndo foi possivel estabelecer uma inferéncia bactéria-hospedeiro com os dados obtidos para o ponto
BP3, pois o grupo taxondmico obtido a partir das MAGs selecionadas ndo correspondeu aos

provaveis hospedeiros das sequéncias virais selecionadas na mesma regiao.

4.7.5 Geragdo de MAGs no ponto BP4

Para o ponto BP4 usando o software COMEBIn cerca de 342 MAGs foram geradas. Destas
foram selecionadas 26 MAGs que obtiveram os padrdoes de selegdo de completude >50%,

contaminagdo <10% e que foram classificadas taxonomicamente por kMetaShot (Tabela 17).

Bin Completeness Contamination organism_name
56583 66,74 1,43 Acidovorax caeni
41845 56,37 5,01 Acidovorax sp. 210-6
53866 52,44 0,56 Acidovorax sp. IB03
70207 61,88 5,08 Acinetobacter baumannii 532413
13504 80,75 2,99 Acinetobacter brisouii
9515 79,2 1,2 Acinetobacter junii NIPH 182
1227 91,93 2,59 Acinetobacter soli
49724 56,94 3,14 Acinetobacter sp. ME22
26282 71,23 5,13 Acinetobacter sp. WCHA29
11970 77,18 9,71 Acinetobacter tandoii
2166 90,17 2,54 Acinetobacter ursingii DSM 16037
16394 68,08 6 Aeromonas hydrophila 187
2339 84,34 7,32 Aeromonas hydrophila pc104A
90932 54,23 6,9 Aquitalea magnusonii
21009 63,69 5,08 Aquitalea sp. ASV15
4843 84,63 6,6 Citrobacter freundii ATCC 8090
58820 50,62 2,71 Cloacibacterium normanense
68074 64,93 4,97 Dechloromonas agitata is5
6313 74,28 5,44 Enterobacter sp. RHBSTW-00175
80424 59,84 0,95 Epilithonimonas hominis
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33139 68,6 5,15 Kluyvera georgiana ATCC 51603
45173 98,39 0,22 Moraxella osloensis
101627 57,95 2,69 Prevotella copri
42954 81,37 1,7 Rivicola pingtungensis
64428 68,94 2,35 Vogesella urethralis

9992 92,13 0,59 Empedobacter falsenii

Tabela 17: MAG selecionada a partir dos critérios de contaminagdo, completude e classificacao

taxondmica usando os dados da regido BP4

Dos 26 MAGs selecionados apos o processo de “binning”, 10 MAGs com probabilidade de
serem hospedeiros bacterianos das sequéncias virais identificadas foram selecionados para analises
posteriores.

A partir destes resultados foi possivel estabelecer uma relagdo bactéria-hospedeiro por
inferéncia para 10 MAGs bacterianas que se apresentaram como provaveis hospedeiras de 6
sequéncias virais identificadas no ponto BP4 (Tabela 18). Estas MAGs foram posteriormente
analisadas quanto a presenga de genes de resisténcia usando os softwares RGI, presenca de
elementos associados a defesa contra bacteriéfagos usando o software DefenseFinder (TESSON et

al., 2022) que possam conferir resisténcia a fagos.

Contig_id MAG
Host genus organism_name
(virus) (Bacteria)
NODE 382 g Citrobacter 4843 .fasta Citrobacter freundii ATCC 8090
70207 .fasta Acinetobacter baumannii 532413
NODE 4769 13504.fasta Acinetobacter brisouii
9515.fasta Acinetobacter junii NIPH 182
1227 fasta Acinetobacter soli
g Acinetobacter
NODE 481 49724 fasta Acinetobacter sp. ME22
11970.fasta Acinetobacter tandoii
26282 .fasta Acinetobacter sp. WCHA29
NODE 9535

2166.fasta Acinetobacter ursingii DSM 16037

NODE 173

g Enterobacter 6313.fasta Enterobacter sp. RHBSTW-00175
NODE 190
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NODE 382

Tabela 18: Comparagdo das sequéncias virais identificadas que provavelmente tem como
hospedeiros os MAGs selecionados a partir da tabela 17. A identifica¢@o taxonomica desses MAGs
selecionados mostra que, dentre as 11 sequéncias virais selecionadas, 6 tiveram seus provaveis

hospedeiros também identificados durante as montagens dos MAGs.

A partir desses resultados, o bacteriofago NODE 382 teve como provavel hospedeiro o
género Citrobacter ¢ o género Enterobacter e seus MAGs com tadxons correspondentes para
hospedeiros foram Citrobacter freundii (4843.fasta) e Enterobacter sp. (6313.fasta)
respectivamente. O grupo Citrobacter estd associado com infec¢des hospitalares por ter um
comportamento de patdgeno oportunista, além de ter crescido o nimero de ocorréncias de aumento
de resisténcia a antibioticos para este género (JABEEN et al., 2023). J4 o género Enterobacter ¢
um conhecido patégeno pertencente ao grupo ESKAPE, notadamente conhecido por apresentar
genes de multirresisténcia a antibioticos.

Para as 3 sequéncias virais identificadas (NODE 4769, NODE 481 ¢ NODE 9535) como
tendo o género Acinetobacter como provavel hospedeiro, 7 MAGs foram taxonomicamente
classificadas como Acinetobacter, e, dentre elas, foi encontrado um MAG pertencente ao grupo
ESKAPE (Acinetobacter baumannii 532413 — 70207.fasta), e outros 2 com potencial
patogenicidade (Acinetobacter junii — 9515.faasta e Acinetobacter sp. ME22 — 49724 fasta)
(AGUILAR-VERA et al., 2024, CARVALHEIRA; SILVA; TEIXEIRA, 2021).

Para o bacteriofago Enterobacter, das 3 sequéncias virais identificadas que tém o
Enterobacter como provavel hospedeiro (NODE 382, NODE 173 e NODE _190) correspondeu-se
a um MAG taxonomicamente identificado como Enterobacter (Enterobacter sp. RHBSTW-00175
— 6313.fasta), sendo este género altamente relacionado com patogenicidade por estar presente no
grupo ESKAPE e conhecido por apresentar multirresisténcia a antibioticos (MILLER; ARIAS,
2024).

4.7.6 Geragdo de MAGs no ponto BP5
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Para o ponto BP5 usando o software COMEBIn cerca de 358 MAGs foram geradas. No
entanto, apenas duas MAGs que obtiveram os padrdes de sele¢do definidos foram selecionadas

(Tabela 19).

Bin Completeness | Contamination organism_name
88625.fa 52,46 2,17 Vogesella urethralis
75364 .fa 52,72 4,3 Flavobacterium stagni
68021.fa 53,22 1,99 Rivicola pingtungensis
91515.fa 53,89 1,36 Chroococcidiopsis sp. CCALA 051
24675.fa 59,39 2,26 Acidovorax caeni
23008.fa 64,79 6,86 Acinetobacter haemolyticus
30797 .fa 71,44 3,93 Cloacibacterium normanense
17738.fa 77,49 0,88 Prevotella copri

5041.fa 83,05 1,71 Acinetobacter sp. WCHA29

Tabela 19: MAG selecionada a partir dos critérios de contaminagdo, completude e classificacao

taxonomica usando os dados da regiao BP5

Apesar de ter tido duas MAGs selecionadas que obedeceram aos critérios estabelecidos,
nao foi possivel estabelecer uma inferéncia bactéria-hospedeiro com os dados obtidos para o ponto
BPS, pois o grupo taxondmico obtido a partir das MAGs selecionadas ndo correspondeu aos

provaveis hospedeiros das sequéncias virais selecionadas na mesma regiao.

4.8  Andlises de perfil de resisténcia entre a relagdo bacteriofago-hospedeiro da regido BP4

Além dos MAGs que corresponderam por inferéncia aos hospedeiros identificados pelas
sequéncias virais e este critério so ter sido possivel ser feito na regido BP4, ela foi escolhida como
o ponto de maior potencial de se identificar bacteriéfagos de interesse que possam atuar em
bactérias patogénicas. Esta regido também foi a mesma em que bactérias patogénicas foram
identificadas durante as anélises de taxonomia (Figura 8) e também foi a regido em que mais foram
identificadas bactérias com perfil de resisténcia a antibioticos e mecanismos de resisténcia atraveés
do plot de RDA (Figura 9). Dando énfase ao género Enterobacter que correlacionou ao perfil de
resisténcia identificado na regido BP4 por este género também ter sido identificado durante a
geragao de MAGs e quanto a identificagao de 3 sequéncias de bacteriéfagos que tenham este género

como hospedeiro.
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Embora os bacteridofagos potencializem a eficacia do tratamento quando combinados com
antibidticos, eles também podem oferecer resisténcia antimicrobiana a outras bactérias por meio
da Transferéncia Horizontal de Genes (THG) (OLAWADE et al., 2024; ROMERO-CALLE et al.,
2019). Para verificar se as sequéncias virais ou os hospedeiros de MAGs inferidos seriam
portadores de genes de resisténcia antimicrobiana, foram pesquisadas as sequéncias com RGI em
ambos os casos ¢ foram plotados os resultados caso alguma resisténcia antimicrobiana fosse
identificada.

Ao selecionar os MAGs presentes na tabela 18 como hospedeiros inferidos das sequéncias
virais, pesquisamos os genes de resisténcia antimicrobiana presentes neles para verificar se esses
provaveis hospedeiros também poderiam ser portadores de genes de multirresisténcia a
antibioticos.

Quando as sequéncias virais foram analisadas com RGI, nenhum gene de resisténcia foi
encontrado, mas para a maioria dos hospedeiros virais inferidos, alguns genes associados a
mecanismos de resisténcia para o perfil de AMR foram encontrados (Figura 10).

A partir dos resultados mostrados na figura 10, a resisténcia a multiplos farmacos foi
encontrada em Citrobacter freundii, Enterobacter sp., Acinetobacter ursingi, Acinetobacter tandoi,
Acinetobacter junii e Acinetobacter balmani. A Enterobacter sp. Junto a Citrobacter freundii
apresentou a maior presenca de genes de mecanismo de resisténcia, em que foram identificados
mecanismos relacionados a resisténcia a permeabilidade reduzida a antibidticos, alteragdao do alvo
antibiotico, inativacao de antibidticos e efluxo de antibiodticos.

Acinetobacter balmani, que pertence ao grupo ESKAPE, apresentou mecanismos de
resisténcia de alteragdo do alvo antibiotico, inativacdo de antibidticos e efluxo de antibidticos.
Acinetobacter tandoi e Acinetobacter junii apresentaram alteracdo do alvo antibiotico e efluxo
antibidtico; Acinetobacter ursingi apresentou inativagao e efluxo antibiotico.

Alguns outros MAGs identificaram apenas um mecanismo de resisténcia, que foi
Acinetobacter sp. ME22 com inativagdo antibiotica; e Acinetobacter soli e Acinetobacter brisouii
que apresentaram efluxo antibidtico como mecanismo de resisténcia. E em Acinetobacter sp.
WCHA29 nenhum mecanismo de resisténcia foi identificado neste MAG.

Curiosamente, os MAGs com maior probabilidade de apresentar multirresisténcia 8 RAM
identificados que foram Citrobacter freundii, Enterobacter sp. também foram considerados pela

literatura como tendo resisténcia a multiplos farmacos, por serem géneros presentes no grupo
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ESKAPE ou por serem patdégenos emergentes, representando desafios terapéuticos para eles

(AGUILAR-VERA et al., 2024; MILLER; ARIAS, 2024; WONG et al., 2017).

Resistance Mechanism Distribution Across MAGs
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Figura 10: Mapa de calor do mecanismo de resisténcia de MAGs pesquisado com RGI mostrando

o perfil de multirresisténcia dos provaveis hospedeiros dos bacteri6fagos selecionados.

Estes resultados mostram que bacteriofagos identificados nesta regido BP4 possuem uma
maior chance de poder atuar contra esses géneros que apresentaram um maior niimero de genes de

resisténcia a antibidticos identificados.

4.9  Mecanismos de defesa e suscetibilidade a bacteriofagos na regido BP4

Foi utilizado o software DefenseFinder (TESSON ef al., 2022) para realizar uma andlise
funcional para deteccdo de genes de defesa contra virus possivelmente presentes nas MAGs

selecionadas (Tabela 18). A partir disso, usou-se um script em R para visualizar por um graficode
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Sankey as anotagdes relacionadas a presenca de sistemas defesa encontrados para estes MAGs que
foram: gcul67 (KIEFFER et al., 2025) , dCTPdeaminase (HSUEH et al., 2022), Wadjet (TESSON
et al., 2022), VP1817(GETZ et al., 2025), Septu (STOKAR-AVIHAIL et al., 2023), SanaTA
(SBERRO et al., 2013), RM (SNEPPEN et al., 2015), MazEF (HAZAN; ENGELBERG-KULKA,
2004), Cas (presentes no sistema CRISPR) (KOONIN; MAKAROVA, 2024; LOUREIRO; DA
SILVA, 2019) e AbiD (mecanismo Abi) (CHOPIN; CHOPIN; BIDNENKO, 2005) que sao
sistemas de defesa que a bactéria pode usar para se proteger de ataque contra bacteriofagos (Figura
11).

Esta analise mostrou que MAGs que apresentaram uma maior presenca de mecanismos de
resisténcia a antibioticos, como a Citrobacter freuri ¢ Enterobacter sp. foram as MAGs que foi
identificado o sistema MazEF que codifica um sistema de toxina-antitoxina capaz de gerar uma
morte celular programada em células infectadas por bacteridfagos, diminuindo a prevaléncia de
fagos no ambiente (HAZAN; ENGELBERG-KULKA, 2004; KELLY et al., 2023) . Para a MAG
de Enterobacter sp. também foi identificado sistemas de restrigdo-modificacdo (RM) (SNEPPEN
et al.,2015) em maior quantidade quando comparado com as outras MAGs. Vale ressaltar que este
sistema RM ¢ um dos mais abundantes sistemas de defesa, representando uma barreira contra a
dissemina¢do de plasmideos e Transferéncia Horizontal de Genes (THG) (SHAW; ROCHA;
MACLEAN, 2023); e que bacteriéfagos ndo temperados (liticos) apresentam maior facilidade em
resistir ao sistema de restrigdo-modificagdo (RM) (SHAW; ROCHA; MACLEAN, 2023),
identificado na MAG de Enterobacter sp. .

Para a MAG de Acinetobacter ursingii, foi identificado sistemas de restricdo-modificacdao
(RM) e sistemas Cas , que, em conjunto, podem apresentar uma maior protecao contra fagos
(DUPUIS et al., 2013). A MAG de Acinetobacter tandoi apresentou os sistema Septu I (STOKAR-
AVIHAIL et al., 2023), Wadjet (TESSON et al., 2022; WU et al., 2024) e Cas, enquanto a
Acinetobacter sp. WCHA29 apresentou gcul67 (KIEFFER et al., 2025) e sistemas de restri¢ao-
modificacdo (RM), sendo esta MAG a que nenhum mecanismo de resisténcia a antibidticos foi
identificado (Figura 10).

A MAG de Acinetobacter soli foi identificado o sistema VP1817 que faz parte de integrons
que agem como bibliotecas de defesa contra fagos (GETZ et al., 2025) e o dCTP deaminase que

usa uma abordagem de depleg¢dao de dCTPs e consequentemente dificultando a replicacdo do DNA
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viral na célula (HSUEH et al., 2022). A MAG de Acinetobacter junii identificou os sistemas Cas
e SanaTA (KELLY et al., 2023; SBERRO et al., 2013) como mecanismo de defesa.

Em Acinetobacter brisouii identificou-se sistemas de restrigdo-modificagdo (RM)
(SNEPPEN et al., 2015) e o sistema Abi (AbiD) ou de infec¢ao abortiva em que durante a adsor¢ao
do fago seu desenvolvimento ¢ interrompido e a célula inicia um processo de morte celular como
mecanismo de defesa contra a disseminagdo do fago (CHOPIN; CHOPIN; BIDNENKO, 2005).
Enquanto a MAG de Acinetobacter baumannii identificou-se o sistema de defesa do tipo Cas, que
estao presentes dentro de sistemas CRISPR (LOUREIRO; DA SILVA, 2019).

Quanto a presenga de regides de defesa por CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat), as MAGs que mais foram identificadas com sistemas Cas do CRISPR
foram de Acinetobacter ursingii, Acinetobacter tandoi, Acinetobacter junii e a Acinetobacter
balmani. Das 3 MAGs com maior identificagdo de sistemas Cas tiveram também uma menor
presenga de mecanismos de resisténcia, com excec¢do da Acinetobacter balmani que foi identificado
3 mecanismos de defesa contra antibiotico: efluxo de antibidtico, alteracdo do alvo antibiotico e
inativagdo de antibioticos (Figura 10 e 11).

A identificagdo deste sistema de defesa por CRISPR ¢ interessante por ele poder oferecer
protecao contra bacteriéfagos e outros elementos moveis, sendo um sistema imune adaptativo
contra virus em que se usa uma sequéncia de RNA guia que iré se ligar a estes elementos e clivar
estas regides, evitando a infec¢do viral e garantindo a sobrevivéncia da bactéria (KOONIN;
MAKAROVA, 2024).

Na MAG de Acinetobacter sp. ME22 nenhum mecanismo de defesa foi encontrado usando
o DefenseFinder (TESSON et al., 2022). Este resultado pode ter sido obtido devido a 3
possibilidades: 1- vieses durante a geracao das MAGs; 2- Ao fato de regides de defesa ndo terem
sido obtidas durante a geracdo desta MAG que teve uma completude de apenas 56.94% (Tabela
17), abrindo a possibilidade de que genes de defesa contra fagos possam estar presentes nestas
regides ndo observadas; ou 3-Pela auséncia de tais mecanismos nesta MAG, ou por ndo apresentar

mecanismos de defesas conhecidos pela ferramenta utilizada.
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Figura 11: Diagrama de Sankey ilustrando MAGs e os tipos de sistemas de defesa contra virus que

foram identificados usando a ferramenta DefenseFinder.

4.10 Predigdo de presenca de sistemas anti-CRISPR e do ciclo de vida viral dos bacteriofagos

na regidao BP4
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Para a andlise das sequéncias virais selecionadas usou-se a ferramenta web PhageScope
(WANG et al., 2024a) para verificar se estas sequéncias apresentariam algum sistema anti-CRISPR
que pode atuar como defesa contra o sistema CRISPR presente em algumas bactérias, e buscar
predizer o ciclo viral destas sequéncias virais selecionadas.

Os resultados obtidos ndo mostraram nenhum sistema anti-CRISPR em nenhuma das
sequéncias analisadas, indicando que este mecanismo de defesa contra CRISPR possa ndo estar
presentes nestes bacteriofagos.

Quanto a predi¢ao do ciclo viral das sequéncias analisadas, observou-se 6 sequéncias virais

com provavel ciclo litico, enquanto outras 5 foram identificados como fagos temperados (Tabela
20)

phageid lifestyle likely Phage-host genus
NODE 4769 virulent Acinetobacter
NODE 481 virulent Acinetobacter
NODE 9535 virulent Acinetobacter
NODE 177 virulent Bacteroides/Phocaeicola
NODE 382 temperate Citrobacter/Enterobacter
NODE 173 temperate Enterobacter
NODE 190 temperate Enterobacter
NODE 162 virulent Limnohabitans
NODE 294 temperate Malikia

NODE 1 virulent Not identified
NODE 249 temperate Not identified

Tabela 20: Predigdo do ciclo viral dos bacteriofagos selecionados da regidao BP4

Entretanto, os bacteriéfagos associados as MAGs identificadas no tdpico 4.65 como mais
suscetiveis a causar infec¢ao foram preditos como temperados (Tabela 20). Esse resultado sugere

que, em uma eventual bioprospec¢do desses fagos, deve-se considerar sua natureza temperada.
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Nesse contexto, as sequéncias virais correspondentes aos bacteriofagos NODE 173, NODE 190 e
NODE 382 poderiam ser isoladas experimentalmente por meio de abordagens especificas para a
captura de fagos temperados e, subsequentemente, modificadas geneticamente para a conversao
em fagos liticos, visando sua aplicagao no controle de bactérias resistentes a antibidticos como
potenciais produtos biotecnoldgicos.

Entre os fagos identificados como liticos, todas as sequéncias virais associadas ao género
Acinetobacter foram classificadas como bacteriofagos liticos (Tabela 20). Notavelmente, esse
mesmo grupo apresentou a maior frequéncia de sistemas de defesa do tipo CRISPR (Cas),
detectados em 4 das 8 MAGs analisadas (Tabela 18), e uma maior diversidade também por 9 de 10
sistemas de defesa em 7 de 8 MAGs analisadas terem sido identificados em Acinetobacter (Figura
11), o que sugere uma possivel pressdo seletiva como mecanismo de defesa contra esses fagos.
Esses achados indicam que a bioprospec¢do de bacteridfagos associados a Acinetobacter no ponto
BP4 provavelmente demandara estratégias experimentais voltadas especificamente para o

isolamento de fagos liticos.



65

5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que a partir dos dados metagendmicos obtidos para
a cidade de Braganca-PA foi possivel caracterizar e analisar a diversidade e composi¢do do
microbioma de virus e bactérias presentes em diferentes pontos do rio Cereja.

Também foi possivel investigar o perfil de genes de resisténcia entre as regioes coletadas e
correlacionar estes dados para identificar que a regido com o maior potencial de estar contaminada.

Os resultados obtidos permitiram correlacionar a composi¢do de bactérias presentes nos
dados metagendmicos com o perfil de resisténcia, e com isso, identificar a presenca dos géneros
provavelmente associado ao perfil de resisténcia e o ponto de maior contaminagao selecionado.

A partir da caracterizacao dos perfis de virus e bactérias presentes e correlagdo com os
metadados de perfil de resisténcia, foi possivel identificar que o ponto BP4 seria o mais
contaminado, e, portanto, 0 com maior probabilidade de se encontrar bacteriéfagos com perfil de
interesse biotecnoldgico para combater bactérias patogénicas que tenham resisténcia a antibioticos.
Este ponto, de forma interessante, se encontra entre um hospital da regido (Figura 2), indicando um
possivel descarte irregular que possa ter gerado este acimulo de bactérias patogénicas e de genes
de resisténcia a antibioticos.

Este trabalho também foi capaz de identificar e selecionar algumas sequéncias virais com
boa qualidade de bacteriéfagos de cada ponto coletado, e, dentre elas, selecionar quais teriam maior
chances de serem bacteriofagos de bactérias patogénicas que tenham interesse biotecnologico.
MAGs foram geradas em todas as regioes identificadas e com isso, buscou-se as que teriam maior
probabilidade de serem hospedeiras das sequéncias virais obtidas. Observou-se também que apenas
na regido mais contaminada foi possivel estabelecer esta relagdo bactéria-hospedeiro e que elas
sejam de MAGs que tenham alguma patogenicidade e presenca de genes de resisténcia a
antibioticos.

Por fim, as bactérias e bacteriéfagos que foram selecionados por inferéncia pela sua relacao
bactéria-hospedeiro foram selecionados e analisados separadamente quanto a presenca de genes de
resisténcia e andlise de genes funcionais para as sequéncias virais e MAGs selecionadas; e quanto
a presenca de mecanismos de defesa nas MAGs e presenga de sistemas anti-CRISPR-Cas para as
sequéncias virais selecionadas. Foi observado que a presenca de genes associados a fagos e regioes

que tenham o sistema CRISPR presentes nas MAGs obtidas, e com isso, observou-se que as MAGs
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que tiveram uma maior identificagdo de genes de resisténcia a antibioticos (Citrobacter freuri e
Enterobacter sp.), foi identificado o sistema de toxina-antitoxina MazEF, e em Enterobacter sp. o
sistema de restrigdo-modificacdo (RM), sendo identificados fagos temperados para estas MAGs
nos dados metagendmicos. De forma analoga, para os bacteriéfagos que t€m como hospedeiro o
género Acinetobacter, os resultados sugerem que estratégias experimentais direcionadas ao
isolamento de fagos liticos podem aumentar a probabilidade de recuperacdo de virus de interesse

biotecnoldgico.

Assim, os dados metagendmicos apresentados permitiram delinear perspectivas sobre a
dinamica bacteriofago-hospedeiro em ambientes de maior contaminacdo, constituindo uma
abordagem promissora para orientar experimentos in vitro direcionados ao isolamento e
caracterizacdo de bacteriéfagos com potencial aplicagdo no controle de bactérias resistentes a

antibioticos.
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6. PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento e barateamento das tecnologias de sequenciamento, espera-se que
este trabalho possa auxiliar em metodologias futuras de busca de pontos 6timos de coleta para
bioprospeccao de bacteridfagos que tenham interesse biotecnoldgico para atuar contra bactérias
patogénicas que tenham resisténcia a antibidticos e direcionar experimentos para aumentar as
chances de obtencao de bacteriofagos de interesse a partir dos resultados obtidos pelos dados
metagenomicos.

Espera-se que se possa usar estas tecnologias de sequenciamento para realizar uma “leitura”
dos locais, em que, além do biomonitoramento, se possa prospectar potenciais bacteriofagos a
serem isolados experimentalmente para usa-lo no combate a bactérias resistentes a antibidticos
antes mesmos de iniciar os testes experimentais para o seu isolamento, barateando custos e sendo

mais especifico e direcionado para a obtencao de bacteriéfagos de interesse.

Considerando os resultados obtidos pelo ponto mais “contaminado” foi possivel identificar
que as MAGs Citrobacter freuri e Enterobacter sp. que foram as que mais apresentaram potencial
de se identificar sequéncias virais de interesse que possam atuar contra bactérias patogénicas e que
tenha resisténcia a antibiotico. Estes resultados podem orientar em trabalhos futuros para realizar
experimentos in vitro mais direcionados, e, portanto, com maior potencial de isolar e identificar
bacteriéfagos de maior interesse biotecnoldgico com um menor risco de ndo identificagdo por se
tratar de um experimento mais direcionado ao hospedeiro que ja se tem conhecimento da sua
presenca a partir dos resultados obtidos.

A partir dos resultados obtidos no ponto mais contaminado, verificou-se que as MAGs
classificadas como Citrobacter freundii e Enterobacter sp. apresentaram o maior potencial para a
identificacdo de sequéncias virais de interesse, associadas a bactérias patogénicas resistentes a
antibioticos. No entanto, como as sequéncias virais selecionadas foram preditas majoritariamente
como fagos temperados, futuros desenhos experimentais voltados ao isolamento desse tipo de fago

provavelmente seriam mais adequados para seu isolamento e bioprospec¢ao.
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Abstract: This study addresses the identification of repetitive regions called microsatellites
in the genome of the Amazonian species Leiarius marmoratus. An efficient methodology
was used with sequencing and genome assembly to obtain and map specific markers.
The programs MISA and EasySSR identified 221,273 and 145,601 markers, respectively. In
addition, primers were developed, of which 590 were considered successful, according
to in-silico testing with the Batchprime3 program. The results confirm the quality of
the methodology, which can be applied in studies of genetic improvement, variability
control, and genomic and comparative analyses.
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