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RESUMO
Silva, Sheila. Bioprospeccao de substancias antimicrobianas em bactérias oriundas de
peixes e &gua por meio de andlises in vitro e dmicas. Rio de Janeiro, 2023. Tese
(Doutorado em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos) - Decania do Centro de Ciéncias

da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A busca por substancias antimicrobianas que sejam capazes de inibir o crescimento ou
matar microrganismos patogénicos € um fator importante atualmente, tanto para a
industria farmacéutica, na fabricacdo de novos antibidticos, quanto para a industria
alimenticia, produzindo novos conservantes naturais. Substancias antimicrobianas sdo
agentes quimicos produzidos naturalmente por diferentes organismos para sua propria
defesa e possuem diferentes espectros e mecanismos de acdo. Existem inGmeras
substancias antimicrobianas, como enzimas, antibidticos e peptideos antimicrobianos,
que incluem as bacteriocinas, substancias produzidas por bactérias. Ha relatos de que
bactérias de ambientes aquéaticos sdo candidatas promissoras para a producdo dessas
substancias, por exemplo, o género Aeromonas, que é composto por bactérias com o
formato cocobacilos e Gram-negativos, anaerobios facultativos. O género Acinetobacter
também foi descrito como produtor de bacteriocinas. O objetivo deste estudo foi avaliar
0 potencial de producdo de substancias antimicrobianas em bactérias de ambientes
aquaticos e comparar os resultados in vitro e in silico. Este estudo foi dividido em trés
etapas: A primeira foi avaliar o genoma de uma estirpe oriunda do peixe Mugil
brasiliensis (nome popular: Tainha), com alta atividade antimicrobiana, classificada
taxonomicamente pela técnica de Multilocus Sequence Analysis (MLSA) como
Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2, que € antagbnica a: Klebsiella pneumoniae
KPC, Escherichia coli ESBL, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. O
genoma foi sequenciado com a plataforma MiSeq e resultou em 4.498.261 pb e 4.067
sequéncias codificantes. A mineracdo gendmica revelou sequéncias homologas a
bacteriocina zoocina A de Streptococcus equi com 50% de identidade e 98% de
identidade com o gene cvpA que codifica uma proteina envolvida na produgéo de colicina
V. A segunda etapa do projeto foi a analise de uma cultura mista oriunda do peixe Caranx
latus (nome popular: Xerelete), denominada 38-XC4, que inclui os genomas de
Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e possui

atividade contra bactérias dos géneros Klebsiella pneumoniae ESBL e Staphylococcus



aureus. O sequenciamento foi realizado com a plataforma Illumina MiSeq e para separar
e montar os genomas, a técnica Metagenome Assembled Genome (MAG) foi utilizada
com a ferramenta MetaBAT?2, resultando 4.560.861 pb e 4.128 sequéncias codificantes
para a estirpe Aeromonas salmonicida AE38.XC4, com 99,73% de integridade e 0,14%
de contaminacdo. Quanto a estirpe Acinetobacter pittii ACP38.XC4, o tamanho do
genoma foi de 3.823.853 pb e 3.637 sequéncias codificantes (CDSs) com100% de
integridade e 0,00 de contaminacdo. A ferramenta AntiSMASH identificou inimeros
clusters, incluindo: Sideroforos, NRPS, RiPPs e bacteriocinas. A anélise de BLASTP
revelou duas sequéncias para MAG1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4 com 35,65% e
35,71% de identidade com a proteina produtora de zoocina A e trés sequéncias com
35,96%, 43% e 45,65% de identidade com a proteina produtora de zoocina A para MAG2
— Aeromonas salmonicida AE38-XC4. A terceira etapa do projeto teve como objetivo
coletar e isolar bactérias presentes em peixes da espécie Serrasalmus rhombeus coletados
no rio Sdo Benedito, Para (Brasil) e detectar a producdo de substancias antimicrobianas
nessas bactérias isoladas. Foram analisados 5 metagenomas da regido anus dos peixes e
4 metagenomas de agua do Rio Sdo Benedito, sendo assim a composicdo dos
microbiomas e a anotagdo funcional foram relatadas. Sendo assim, in vitro foram isoladas
71 bactérias do peixe da espécie Serrasalmus rhombeus, das quais 45 apresentaram
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas. A identificacdo preliminar por
espectrometria de massa por ionizacao e dessorcdo a laser assistida por matriz por tempo
de voo (MALDI-TOF) permitiu a identificacdo de 48 bactérias. Para os metagenomas de
peixes, 0s géneros mais comuns foram: Kocuria, Staphylococcus e Bacillus, com excec¢ao
para a amostra 1C3, que apresentou maior abundéncia das bactérias Enterococcus e
Macrococcus. Para as amostras de agua, os filos mais comuns foram: Actinobacteria e
Proteobacteria, para as quais a maior abundancia identificada foi para o género
Mycobacterium. Foram anotadas 14 sequéncias para os metagenomas oriundos da regido
anus dos peixes e trés sequéncias para 0s metagenomas oriundas da agua do Rio S&o
Benedito que sdo relacionadas com a producdo de bacteriocinas: zoocina A, linocina,
closticina e lactococina 972. Através desta tese, foi possivel verificar que bactérias
oriundas de ambiente aquatico sdo promissoras na producdo de substancias
antimicrobianas, sendo um excelente ambiente para realizar a bioprospeccéo.

Palavras-chave: Aeromonas; Acinetobacter; Bacteriocinas; Metagenome Assembled
Genome (MAG); Peixe; Mugil brasiliensis (Tainha); Caranx latus (Xerelete); Serrasalmus

rhombeus (piranha preta); Rio Sdo Benedito; Zoocina A; Linocina; Closticina; Lactococina.



ABSTRACT

Silva, Sheila. Bioprospection of antimicrobial substances in bacteria from fish and water
with in vitro and omics analyses. Rio de Janeiro, 2023. Thesis (Doctorate in Plant
Biotechnology and Bioprocesses) — Decania do Centro de Ciéncias da Saude,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

The search for antimicrobial substances that are capable of inhibiting the growth or killing
pathogenic microorganisms is an important factor nowadays, both for the pharmaceutical
industry, in the manufacture of new antibiotics, as well as in the food industry, producing
new natural preservatives. Antimicrobial substances are chemical agents naturally
produced by different organisms for their own defense and have different spectra and
mechanisms of action. There are numerous antimicrobial substances such as enzymes,
antibiotics, and antimicrobial peptides, which include bacteriocins, these are substances
produced by bacteria. There are reports that bacteria from aquatic environments are
promising candidates for the production of these substances. Like, for example, the genus
Aeromonas, which are gram-negative coccobacilli, facultative anaerobes. The genus
Acinetobacter has also been described as a producer of several substances with relevant
activities, such as bacteriocins. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
potential for the production of antimicrobial substances in bacteria from aquatic
environments and compare the results in vitro and in silico using bioinformatics. This
study was divided into three steps: The first was to evaluate the genome of a strain, from
the fish Mugil brasiliensis (popular name: Mullet/Tainha), with high antimicrobial
activity, classified taxonomically by the Multilocus Sequence Analysis (MLSA)
technique as Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2, which was antagonistic towards:
Klebsiella pneumoniae KPC, Escherichia coli ESBL, Salmonella typhimurium and
Staphylococcus aureus. The genome was sequenced with the MiSeq platform resulted in
4,498,261 bp and 4.067 coding sequences (CDSs). Genomic mining using BLAST
revealed sequences homologous to bacteriocin zoocin A from Streptococcus equi with
50% identity and also found a gene with 98% identity to the cvpA gene that encodes a
protein that is involved in the production of colicin V. The second stage of the project
was the analysis of a mixed culture, from the fish Caranx latus (popular name: Xerelete),
named 38-XC4, which includes the genomes of Aeromonas salmonicida AE38-XC4 and

Acinetobacter pittii ACP38-XC4 and shows antimicrobial activity against bacteria of the



genera Klebsiella pneumoniae ESBL and Staphylococcus aureus. The platform Illumina
MiSeq was used for sequencing and the Metagenome Assembled Genome (MAG)
technique was used to separate and assemble the genomes of both strains, with
MetaBAT?2 tool, resulting in 4,560,861 bp and 4,128 coding sequences (CDSs) for strain
Aeromonas salmonicida AE38.XC4 with 99.73% genome completeness and 0.14%
contamination. As for the strain Acinetobacter pittii ACP38.XC4, the genome size was
3,823,853 bp and 3,637 coding sequences (CDSs) were predicted; 100% completeness
and 0.00 contamination. Through bioinformatic analyses, the AntiSMASH tool identified
several important clusters, including: Siderophores, NRPS, RiPPs and bacteriocins.
BLASTP analysis revealed two sequences for MAG1 with 35.65% and 35.71% identity
with the zoocin A production protein and three sequences with 35.96%, 43% and 45.65%
identity with the zoocin A production protein for the MAG2. The third stage of the project
aimed to collect and isolate bacteria present in/fon fish of the Serrasalmus rhombeus
species collected in the Sdo Benedito River located in the state of Para in Brazil and to
detect the production of antimicrobial substances in these isolated bacteria. The analysis
of 5 metagenomes from samples derived from fish and the analysis of 4 metagenomes
from water samples was undertaken. The composition of the microbiomes and functional
annotation of the are reported. 71 bacteria were isolated from Serrasalmus rhombeus
species, of which 45 showed antimicrobial activity against human pathogens. Preliminary
identification using mass spectrometry, matrix-assisted ionization and time-of-flight laser
desorption (MALDI-TOF) allowed the identification of 48 bacteria. For the metagenomes
from fish, the most common genera were: Kocuria, Staphylococcus and Bacillus. Except
for 1C3, which showed a greater abundance of Enterococcus and Macrococcus bacteria.
For water samples, the most common phyla were: Actinobacteria and Proteobacteria.
They presented a greater abundance of the genera Mycobacterium. 14 fish sequences and
three water sequences related to the production of bacteriocins were noted: zoocin A,
linocin, closticin and lactococcin 972. Through this thesis, it was possible to verify that
bacteria from the aquatic environment are promising in the production of antimicrobial

substances, being an excellent environment to carry out bioprospecting.

Keywords: Aeromonas; Acinetobacter; Bacteriocins; Metagenome Assembled Genome
(MAG); Fish; Mugil brasiliensis (tainha); Caranx latus (xerelete); Serrasalmus rhombeus

(piranha preta); Sdo Benedito River; Zoocin A; Linocin; Closticin; Lactococcin.
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PREFACIO

A bioprospecc¢éo de novas substancias antimicrobianas representa uma das linhas
de pesquisas desenvolvidas pelo Laboratorio de Genética de Microrganismos Associados
a Alimentos e a Industria (LGMAI), liderado pela professora Dra. Selma Soares de
Oliveira. Esta linha tem recebido grande contribuicdo da area de bioinformatica, a qual
vem sendo desenvolvida pelo Laboratdrio de Biotecnologia Sustentavel e Bioinformatica
Microbiana (LBSBM) liderado pelo professor Dr. Andrew Macrae. Juntando esses dois
universos de pesquisa, pode-se aprofundar os conhecimentos para investigar diversos
ambientes em busca de bactérias produtoras de substancias antimicrobianas, bem como
realizar analises gendmicas e metagendmicas em estirpes/amostras relevantes. O
desenvolvimento desta linha tem resultado em trabalhos que trazem importantes
contribuicbes a respeito da presenca de estirpes produtoras de substancias
antimicrobianas em diversos ambientes, como: aquaticos, extremos na Antartica, de

isolados de mastite bovina e de peixes.

A busca por substancias antimicrobianas que sdo capazes de inibir o crescimento
ou matar microrganismos patogénicos é de grande importancia nos dias atuais, tanto para
a industria farmacéutica, para a confeccdo de novos antibidticos, como nas industrias
alimenticias, para a producdo de conservantes naturais. As substancias antimicrobianas
sdo agentes quimicos, produzidos naturalmente para a defesa do organismo, e as
principais estudadas sdo 0s antibidticos e os peptideos antimicrobianos produzidos por
bactérias, as bacteriocinas. Bactérias de ambiente aquatico sdo candidatas promissoras na
producdo dessas substancias. Com isso, na dissertacdo de mestrado de Silva (2018) foi
investigada a producdo de substéncias antimicrobianas por 57 bactérias isoladas,
identificadas como pertencentes ao género Aeromonas oriundas de peixes das espécies
Mugil brasiliensis e Caranx crysos, e de bactérias isoladas da Lagoa Rodrigo de Freitas.
Silva (2018) descreve o estado da arte referente ao antagonismo de bactérias do género
Aeromonas frente a bactérias que podem causar infecgdes em humanos. Para realizar o
teste de antagonismos, foram utilizadas diversas estirpes de importancia clinica e algumas
bactérias patogénicas pertencentes ao grupo ESKAPE, como: Acinetobacter baumannii,
ndo produtora de OXA 23; Escherichia coli ESBL; Enterococcus cloacae NDM;

31



Enterococcus faecalis; Klebsiella pneumoniae KPC; Klebsiella pneumoniae ESBL;
Pseudomonas aeruginosa SPM; Pseudomonas aeruginosa ndo produtora de SPM;
Salmonella typhimurium ATCC 14028; Staphylococcus aureus ATCC 6538. Apods
realizar os testes de antagonismo, foram detectadas 38 estirpes produtoras de substancias
antimicrobianas (Tabela | - Apéndice) e todas foram identificadas preliminarmente por
testes bioquimicos (Tabela Il - Apéndice). Foram selecionadas duas amostras com
diferentes espectros de acdo, sendo a estirpe bacteriana AE59-TE2 com um amplo
espectro de acdo e a estirpe AE38, com um espectro de acdo menor, inibindo os géneros
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. Essas estirpes tiveram o seu DNA
extraido para realizar o sequenciamento do genoma e fazer as andlises preliminares de
bioinformatica, como a identificacdo de genes relacionados a producdo de substancias
antimicrobianas, busca de genes relacionados a viruléncia e realizar a classificagao
taxonomica.

Neste trabalho de tese, a amostra isolada AE59-TE2 foi amplamente estudada,
com aprofundamento das buscas por genes relacionados a producdo de substancias
antimicrobianas e a realizacdo de analises mais profunda para corroborar com o0s
resultados obtidos anteriormente, o de classificagdo taxonémica (Silva, 2018). Ja a
“estirpe AE38”, apds uma nova analise, verificou-se que se tratava de uma cultura mista,
nomeada nesta tese de 38-XC4. Nesta tese, 0s genomas da cultura mista foram montados
com a técnica Metagenome Assembled Genome (MAG), para a identificacdo posterior de
genes de interesse. Todos os isolados e amostras coletadas para o trabalho de mestrado
apresentado em Silva (2018), foram oriundos de peixes de feira livre e de ambiente
aquatico com grande interferéncia humana. Entdo levantou-se a hipotese de que amostras
de agua e de peixes sdo interessantes para realizar a bioprospeccdo de bactérias
antagonistas de bactérias patogénicas humanas. Foi explorado o Rio S&o Benedito- PA,
sendo possivel comparar a dgua do rio e os peixes como fontes de bacteriocinas.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Um dos grandes problemas na &rea da saude e na sociedade sdo as doengas
infecciosas causadas por microrganismos multirresistentes a diversos antibioticos, sendo
esta, a segunda causa mais importante de morte humana globalmente (Hemeg, 2017;
Mihlberg et al., 2020; Guo et al., 2020). Bactérias resistentes causam aproximadamente
700 mil mortes anuais em todo mundo (Plackett, 2020). Muitas bactérias conseguem
driblar os mecanismos de acdo dos antibioticos e com isso, resistem a presenca dessas
substancias, causando severos danos a sociedade (Hemeg, 2017). As resisténcias aos
antibidticos podem ser classificadas como: resisténcia intrinseca, que é um mecanismo
de resisténcia enddgena e a resisténcia adquirida, que pode passar de uma bactéria para
outra (Anuj et al., 2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a resisténcia
bacteriana a drogas tem crescido em grande escala e com isso é considerada um grande
problema de salude publica em varios paises (OMS, 2014). O controle de microrganismos
resistentes é fundamental, sendo assim, a busca por substancias antimicrobianas, sendo
elas bactericidas ou bacteriostaticas, faz-se cada vez mais necesséria nos dias atuais
(Raheem & Straus, 2019), tanto para a industria farmacéutica, na confec¢do de novos
antibidticos, como também nas inddstrias alimenticias, produzindo novos conservantes

naturais.

A investigacdo de substancias antimicrobianas é de grande importancia para a
obtencdo de novas opc¢oes de tratamento das infec¢bes causadas por bactérias, haja visto
o problema de resisténcia bacteriana aos antibidticos. E também de grande valor
biotecnoldgico a descoberta de novos conservantes que possam ser utilizados nas
indUstrias de alimentos e de cosméticos. Este é o caso da nisina, uma bacteriocina
autorizada para ser utilizada como conservante de alimentos, como: vegetais, laticinios,
queijos, carnes (Sarkar et al., 2017). Outra aplicacdo das substancias antimicrobianas é o
Seu uso como probidticos, que utilizam o microrganismo vivo para beneficiar a saude
(Kim et al., 2019). Uma aplicacdo de conhecimento comum, especialmente quando

aplicado na saide humana, como no tratamento de distirbios gastrointestinais.
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As substancias antimicrobianas sdo agentes quimicos, produzidos naturalmente
por diversos organismos, para sua propria defesa ou fabricados semi-sinteticamente e
sinteticamente, como os quimioterapicos (Saez-llorens, 2000), e apresentam diferencas
nos espectros e mecanismos de agdo (Tavares, 1990; Hudson & Lockless, 2022). Existem
diversas substancias antimicrobianas como: enzimas, acidos organicos, antibidticos,
peréxido de hidrogénio, lipopeptideos, peptideo ndo ribossémico sintetase (NRPS),
policetideo sintases (PKS) e os peptideos antimicrobianos, que englobam as bacteriocinas
(Fira et al., 2018). Os antibidticos e as bacteriocinas sdo 0s principais grupos de estudo
neste trabalho. As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos capazes de inibir o
crescimento ou matar outros microrganismos, sendo as bactérias produtoras imunes a esta
substancia (Mahlapuu et al., 2016). Apresentam um menor espectro de atividade que em

relagdo aos antibioticos (Madigan et al.; 2004).

Na literatura ha relatos de diversos géneros capazes de produzir substancias
antimicrobianas, tanto entre as bactérias classificadas como Gram-positivas como entre
as Gram-negativas. As bactérias produtoras podem ser encontradas em diversos
ambientes, como em solos, ambientes aquaticos e em animais, como os peixes. E de
conhecimento comum, que 0 ambiente aquatico possui uma biodiversidade vasta e que
formam 70% da superficie do planeta Terra. Em relacdo aos microrganismos, neste
ambiente existem diversos géneros para serem estudados. Devido a essa diversidade, ha
uma grande competicdo por nutrientes e espaco, fazendo com que as bactérias produzam
diversas substancias que as auxiliam na competicdo (Riley & Wertz, 2002; Perez, Zendo
& Sonomoto, 2022). Ja existem relatos de estirpes isoladas de ambiente aquatico que
podem produzir substancias antimicrobianas. Alguns géneros sdo comumente
encontrados em peixes, como por exemplo, 0s géneros Vibrio e Aeromonas. Nguyen e
colaboradores (2014) afirmam que as bacteriocinas podem ser encontradas em diversas
espécies bacterianas, tanto as bactérias de ambiente terrestre como também de ambiente
aquatico. Sendo assim, fizeram a bioprospec¢do em ambiente aquatico, e foram capazes
de isolar 100 bactérias de animais marinhos de interesse na aquicultura e dentre essas, 24
estirpes mostraram atividade antimicrobiana, sendo sete estirpes produtoras de
substancias com caracteristicas semelhantes a bacteriocina. Foi possivel analisar a
biodiversidade dos produtores de bacteriocinas e almejar futuras aplicacbes destas

moléculas na aquicultura.
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Dentro deste contexto, 0 objetivo desta tese foi avaliar o potencial de producéo de
substancias antimicrobianas em bactérias oriundas de ambientes aquaticos e comparar 0s
resultados obtidos na bancada e in silico, por meio de ferramentas de bioinformatica. Esta
tese foi dividida em quatro capitulos: O primeiro capitulo apresenta a introducdo e
contextualizacdo do tema. O segundo capitulo avalia 0 genoma da estirpe AE59-TEZ2,
uma bactéria com alto potencial antimicrobiano, que possui atividade contra diversas
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de importancia clinica, que possuem
maltiplas-resisténcias aos antibioticos, como: Klebsiella pneumoniae KPC, Escherichia
coli ESBL, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. O terceiro capitulo
apresenta a analise metagendmica de uma cultura mista, nomeada 38-XC4, a qual inclui
duas bactérias: AE38-XC4 e ACP38-XC4, que apresentam atividade antimicrobiana
contra as bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. O quarto capitulo
apresenta a coleta e isolamento das bactérias presentes na microbiota de cinco peixes da
espécie Serrasalmus rhombeus e analises dos metagenomas das amostras oriundas dos
peixes e de agua do Rio Sdo Benedito. Por fim ha uma discussdo geral e conclusao

englobando todos os capitulos.

1.1 - Substancias antimicrobianas

Substancias antimicrobianas, sdo compostos produzidos por diversos organismos,
desde as plantas, animais e também microrganismos como as bactérias. Um exemplo é o
homem, que produz um peptideo antimicrobiano na mucosa, nomeado lactoferrina que é
uma glicoproteina de ligacdo ao ferro com atividade contra microrganismos e pode
aumentar a resposta imune inata contra o coronavirus (COVID-19) (Apostolopoulos et
al., 2021). Muitas plantas também sdo capazes de produzir compostos com atividade
antimicrobiana, em um trabalho recente foi isolado e identificado os compostos do alho
para o tratamento de infec¢Bes causadas por Streptococcus agalactiae, como bacteremia,
pneumonia e meningite (Torres et al., 2021). Outras plantas que também possuem
atividade antimicrobiana séo os cranberries que apresentam compostos fendlicos como
proantocianidinas que atuam sobre o biofilme, interrompendo-o (Prince, Roy &
McDonald, 2022). As bactérias sdo grandes produtoras de substancias antimicrobianas,
podendo produzir diversos compostos bioativos (Desriac et al., 2013). Como as bactérias
do acido lactico que produzem substancias antimicrobianas nomeadas de bacteriocinas
(Perez, Zendo & Sonomoto, 2022).
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As substancias antimicrobianas podem apresentar efeito bactericida, como o
antibiotico floxacina, que inibe a replicacdo por ligacdo irreversivel a DNA girase ou
efeito bacteriostatico que apenas inibe o crescimento do microrganismo alvo, como o
antibiotico tetraciclina, que inibe a sintese proteica por ligacéo reversivel aos ribossomos
(Eguchi, 2007; Yang et al., 2014). Existem diversos tipos de substancias antimicrobianas,
por exemplo: os acidos organicos, antibioticos, peroxido de hidrogénio, lipopeptideos,
peptideo ndo ribossémico sintetase (NRPS), policetideo sintases (PKS), peptideos
sintetizados a nivel dos ribossomos e modificados pos-traducionalmente (RiPPS),
terpendides e o0s peptideos antimicrobianos, como as bacteriocinas produzidas por
bactérias (Fira et al., 2018).

Os acidos organicos conhecidos por terem atividades antimicrobianas sdo acidos
de cadeia curta como os acidos monocarboxilicos simples e os acidos carboxilicos
contendo um grupo hidroxila. Exemplo de acidos monocarboxilicos simples s&o: acidos
formicos, acido aceético, acido propiénico e acido butirico; ja os acidos carboxilicos
contendo um grupo hidroxila, sdo: os acidos lacticos, acido malico, &cido tartarico e o
acido citrico (Ricke, 2003). Os &cidos organicos ja sdo utilizados como aditivos
alimentares, atuando na conservacdo dos alimentos (Ricke, 2003; Burns et al., 2021).
Alguns &cidos organicos especificos sdo utilizados também nas etapas de producédo e
processamento no pré e pos-colheita (Ricke, 2003). O trabalho de Burns e colaboradores
(2021) apresentou diversos acidos organicos fracos: acido citrico, malico, propidnico,
mandélico, lactico, benzoico, piravico e hipdrico, que possuem atividade contra
microrganismos uropatdgenos e conseguem prevenir a formagdo de biofilmes,
apresentando também atividade sinérgica contra Proteus mirabilis, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Burns et al., 2021).

Existem enzimas com atividades antimicrobianas e estas séo produzidas para a
defesa do organismo, sendo parte do sistema de defesa inato (Cao et al., 2020). Entre os
mecanismos de acdo destas enzimas esta a inibi¢do da formagéo de biofilmes. Entre elas,
estdo as enzimas proteoliticas, como as subtilisinas, que ja sdo utilizadas pelas indUstrias
no controle de biofilme dos microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudoalteromonas sp. (Cao et al., 2020). Outras enzimas importantes séo
as enzimas de degradacdo de polissacarideos, como a lisozima, que atua comprometendo
a parede celular das bactérias, clivando as ligacdes [-(1,4)-glicosidicas nos

peptidoglicanos, levando a lise das bacterias. A lisozima é muito utilizada em inddstrias
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alimenticias, prevenindo a formacao de biofilme por bactérias degradadoras de alimentos
(Nawaz et al., 2022).

O peroxido de hidrogénio (H202) atua como um antisseptico e é utilizado na
limpeza de feridas, sob a concentracdo de 3% (Zhu et al., 2017). Outras substancias com
atividade antibacteriana sdo os lipopeptideos, produzidos pelo metabolismo secundario
de microrganismos, atuando contra bactérias e fungos. Sdo moléculas anfifilicas,
compostas por uma cadeia lipidica ligada ao peptideo e também possuem atividade
anticancerigenas (Jujjavarapu & Dhagat, 2018). Ja foram descritos lipopeptideos
produzidos por bactérias do género Bacillus, essas substancias sdo pequenos metabdlitos
que possuem uma estrutura ciclica de 7 a 10 aminoacidos, contendo o 2-4D-aminoacido
e um &cido graxo beta-hidroxi com 13 a 19 atomos de C (Zhao et al., 2017). As bactérias
da espécie Bacillus velezensis sdo conhecidas por possuirem agrupamentos de genes
biossintéticos, que codificam compostos antimicrobianos, como os lipopeptideos e 0s
policetideos (Fazle Rabbee & Baek, 2020).

Os peptideos antimicrobianos sdo biomoléculas com atividade antimicrobiana
contra diversos patdgenos (Gonzalez Garcia et al., 2020). As sequéncias contém em torno
de 10 a 100 aminoécidos com carga positiva e anfifilicos. Estes peptideos podem ser
utilizados para fazer o controle de microrganismos patogénicos (Apostolopoulos et al.,
2021). Todos 0s organismos vivos sdo capazes de produzir peptideos antimicrobianos,
esses peptideos também sdo conhecidos como peptideos de defesa do hospedeiro (Cole
& Nizet, 2016; Cao et al., 2020). Em comparacdo com 0s antibidticos, 0s peptideos
antimicrobianos ndo apresentam uma atividade tdo forte, porém possuem atividade capaz
de matar microrganismos patogénicos (Cao et al., 2020). Ha4 uma variedade de peptideos
antimicrobianos encontrados em organismos, que vdo de bactérias a mamiferos, estes
estdo sendo apontados como alternativas promissoras no combate a infecgdes por
microrganismos (Mahlapuu et al., 2016). Um dos mecanismos de acdo dos peptideos
antimicrobianos esta relacionado com a interacdo com a membrana, podendo inibir suas
funcbes (Kohanski et al.; 2010) e desestabilizar a sua integridade (Bruno & Montivillle,
1993).

As bacterias sdo grandes produtoras de peptideos antimicrobianos. A classificacao
desses peptideos varia de acordo com a sua sintese. As sintetizadas a nivel de ribossomos
sdo nomeadas de bacteriocinas e existem também os sintetizados via ndo-ribossémica,
como pela via de peptideos ndo ribossomico sintetase (NRPS) (Desriac et al., 2013).

Estes, sdo compostos por ligacdo de aminoacidos e sdo exemplos de peptideos
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naturalmente modificados. Diferente dos peptideos sintetizados a nivel de ribossomos, 0s
NRPS podem incorporar mais de 100 aminoacidos e esses aminoacidos podem ser
modificados pela prépria NRPS, aumentando a diversidade desses compostos (Desriac et
al., 2013). As NRPS possuem varios modulos e cada um incorpora e modifica o substrato
de aminoécido, estendendo o produto polipeptidico. Exemplos desses produtos s&o: o
antibiotico Daptomicina, o antitumoral Actinomicina D e o imunossupressor Ciclosporina
A. As NRPS podem ser classificadas conforme a sua organizacdo e mecanismos
cataliticos em dois grupos: A NRPS modular tipo I, com a organizacdo hierarquica do
complexo, sendo enzima-subunidade-maédulo-dominio (Hwang et al., 2020) e o segundo
grupo nomeado NRPS auténomo tipo Il, possuem dominios autbnomos ou minimos.
Neste grupo de NRPS existem diversas enzimas que produzem metabdlitos bioativos
(Jaremko et al., 2020).

Os policetideos sintases (PKS) é um tipo de sistema enzimatico envolvidos na
sintese de produtos naturais, como os policetideos. Podem ser produzidos por bactérias,
fungos e plantas, possuem atividade antimicrobiana e sdo utilizados clinicamente
(Desriac et al., 2013). Podem ser divididos em trés classes, sendo os PKS tipo | os
macrolideos; os PKS tipo Il s&o moléculas arométicas e os PKS tipo Il sdo compostos
por moléculas arométicas pequenas (Qi et al., 2020). Exemplos de PKS tipo | sdo: o
antibidtico Eritromicina, o Imunossupressor Rapamicina e o antifingico Anfotericina B
(Hwang et al., 2020).

Os antibidticos e as bacteriocinas sdo substancias com atividade antimicrobiana
bastante conhecidas e relatadas na literatura. Os antibi6ticos sdo produtos do metabolismo
secundario, ja as bacteriocinas sdo sintetizadas a nivel de ribossomos. Ambos serdo

detalhados nos proximos topicos.

1.2 - O histérico dos antibidticos

A descoberta dos antibidticos foi um marco importantissimo para a sociedade,
desde a implementacdo do primeiro antibiotico, nomeado de salvarsan, em 1910 grandes
avancos ocorreram. Ap6s 100 anos desta descoberta, a expectativa de vida humana
aumentou em mais 23 anos (Hutchings, Truman & Wilkinson, 2019). O antibidtico
salvarsan foi desenvolvido sinteticamente por Paul Ehrlich, utilizando arsénio e foi

utilizado para o tratamento de sifilis, combatendo o agente causador Treponema pallidum.
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Mais tarde este medicamento foi substituido pelo pré-farmaco sulfonamida prontosil,
desenvolvido pelo pesquisador Gerhard Domagk que deu continuidade ao trabalho de
Paul Ehrlich, pois tinha a motivacdo de salvar o braco de sua filha. Os primeiros
antimicrobianos eficazes com amplo espectro foram as sulfonamidas, embora tendo seu
uso reduzido ap6s a descoberta da penicilina, ainda ha utilizacdo deste antibidtico
atualmente (Hutchings, Truman & Wilkinson, 2019).

Em 1928, o pesquisador Fleming descobriu a penicilina, por meio de uma
contaminacdo observada em sua placa de petri, e foi o pioneiro na Era de ouro da
descoberta dos antibidticos, usando-os para o tratamento de infecgdes (Klein et al., 2017;
Hutchings, Truman & Wilkinson, 2019; Guo et al., 2020). Posteriormente 0s
pesquisadores Norman Heatley, Howard Florey, Ernst Chain purificaram a penicilina. Em
1945 a estrutura beta-lactamica foi compreendida por Dorothy Hodgkin, possibilitando a
producdo de antimicrobianos semi-sintéticos derivados da penicilina (Hutchings, Truman
& Wilkinson, 2019). Em 1950, apds anos de uso generalizado da penicilina e devido a
falta de conhecimento da populacdo, comecaram a surgir bactérias resistentes a esse
antibidtico, como estirpes de S. aureus que produzem a enzima penicilinase capaz de
hidrolisar o anel B-lactdmico da penicilina (Pichereau e Rose, 2010, Guo et al., 2020).

Em 1959, para resolver esse problema os cientistas desenvolveram um novo
antibiético nomeado de meticilina que é um antibiotico semi-sintético da classe das
penicilinas, capaz de resistir a penicilinase, enzima que confere resisténcia a penicilina
(Khoshnood et al., 2019). Porém em 1961, foi isolada uma estirpe bacteriana de S. aureus
MRSA capaz de resistir a esse novo antibidtico (Schulte e Munson, 2019).

Os antibidticos consistem em substancias produzidas pelo metabolismo
secundario microbiano que, em pequenas quantidades, inibem o crescimento de outros
microrganismos. Podem ser produzidos semi-sinteticamente e sinteticamente, facilitando
assim o tratamento de diversas doencas. Eles diferem pelas suas propriedades quimicas,
espectro e mecanismo de acdo (Tavares, 1990; Guimardes, Momesso & Pupo, 2010).

O trabalho de Hutchings, Truman & Wilkinson (2019) apresentou a linha do
tempo com os principais marcos na era dos antibidticos. Eles apresentaram o periodo em
que cada antibiotico foi inserido no mercado, assim como as datas em que foram
reportadas as primeiras resisténcias a cada antibiotico. Os autores também apresentaram
as primeiras estirpes resistentes aos determinados antibiéticos: S. aureus resistente a

meticilina (MRSA), Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), S. aureus resistente
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a vancomicina (VRSA) e resisténcia a colistina transmitida por plasmideo em
Enterobacteriaceae.
A linha do tempo com os principais marcos na era dos antibidticos esta

apresentada na Figura 1.

Crigem dos produtos

Produto natural de outras bactérias

Produto natural de fungos

Antibiéticos sintéticos Polimixinas
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a Sulfonamidas uma "ameaca fundamental’

Current Opinion in Microbiology

Figura 1: Linha do tempo com os principais marcos na era dos antibioticos. Os
antibidticos foram destacados pela cor, a cor verde representa os antibi6ticos oriundos de
actinomicetos; a cor azul representa que sdo de origem de outras bactérias; a cor roxa
representa que o organismo de origem sdo fungos, ja a cor laranja representa que o
antibidtico foi produzido sinteticamente. Figura adaptada do artigo Hutchings, Truman &
Wilkinson (2019).
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1.2.1 Classes dos antibioticos

Algumas

aminoglicosideos,

glicopeptideos,

das principais

macrolideos,

classes

cloranfenicol,

de antibidticos

tetraciclinas,

sdo: os P-lactamicos,

lincosamidas,

lipodepsipeptideos, rifamicinas, estreptograminas, sulfonamidas e

trimetoprim (sulfas), quinolonas e fluoroquinolonas e oxazolidinonas (Melo et al., 2012).

A tabela 1, retirada do artigo de Hutchings, Truman & Wilkinson (2019), apresenta as

classes de antibioticos conhecidas, o ano de descoberta reportado na literatura, ano que

foram utilizadas clinicamente, exemplos das classes e organismo produtor e o alvo

molecular de cada classe.

Tabela 1: Classes de antibidticos, ano de descoberta e uso clinico, microrganismo

produtor e alvo molecular. Adaptada do artigo: Hutchings, Truman & Wilkinson (2019).

Classe (a)

Descoberta(b)/

Uso

Exemplo

Alvo molecular

Antibidticos de actinomicetos

Aminoglicosideos

Tetraciclinas

Anfenicois

Macrolideos

Tuberactinomicinas

Glicopeptideos

Lincosamidas

Ansamicinas

1944 /1946

1948/1948

1947/1949

1952/1952

1951/1953

1954/1958

1962/1963

1959/1963

Canamicina A (Streptomyces kanamyceticus)

Tetraciclina (Streptomyces aureofaciens)

Cloranfenicol (Streptomyces venezuelae)

Eritromicina (Saccharopolyspora erythraea)

Viomicina (Streptomyces puniceus)

Vancomicina (Amycolatopsis orientalis)

Clindamicina

Derivado semi-sintético da lincomicina
(Streptomyces lincolnensis)

Rifamicina SV

Derivado semi-sintético da rifamicina
(Amycolatopsis rifamycinica)

Sintese de proteinas: subunidade ribossomal
30S

Sintese de proteinas: subunidade ribossomal
30S

Sintese de proteinas: subunidade ribossémica
50S

Sintese de proteinas: subunidade ribossémica
50S

Sintese de proteinas: subunidades
ribossomais 30S e 50S (liga-se a ponte inter
subunidades B2a)

Sintese da parede celular: terminais D-Ala-D-
Ala do lipidio 1l

Sintese de proteinas: subunidade ribossémica
50S

Sintese de acido nucleico: RNA polimerase
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Continuagédo da Tabela 1

Descoberta(b)/
Classe (a) Uso Exemplo Alvo molecular
Cicloserinas 1955/1964 Seromicina (Streptomyces orchidaceus) Sintese da parede celular: inibigéo da alanina
racemase e D-alanina-D-alanina ligase
Estreptograminas 1953/1965 Pristinamicina (Streptomyces pristinaespiralis) Sintese de proteinas: subunidade ribossémica
50S
Fosfonatos 1969/1971 Fosfomicina (Streptomyces fradiae) Sintese da parede celular: inibicdo de MurA
(UDP-GIcNAc-3-enolpiruviltransferase)
Carbapenémicos 1976/1985 Meropenem Sintese da parede celular: proteinas de
ligacéo a penicilina
Molécula sintética a base de tienamicina
(Streptomyces cattleya)
Lipopeptideos 1987/2003 Daptomicina (Streptomyces roseosporus) Ruptura da membrana celular.
Lipiarmicinas 1975/2011 Fidaxomicina (Dactylosporangium aurantiacum Sintese de acido nucleico: RNA polimerase

Antibidticos de outras bactérias

Polipeptideos

Bacitracina

Polimixinas

Mupirocina

Monobactamicos

Antibidticos de fungos

Penicilinas

Acido fusidico
Enniatinas (c)

Cefalosporinas

Pleuromutilinas

1939/ 1941

1945/1948

1950/1959

1971/1985

1981/1986

192941943

1958/1962

1953/1963

1948/1964

1951/2007

subsp. hamdenesis)

Gramicidina A (Bacillus brevis)

Bacitracina A (Bacillus subtilis)

Colistina (Paenibacillus polymyxa)

Mupirocina (Pseudomonas fluorescens)

Aztreonam

Molécula sintética baseada em SQ 26.180
(Chromobacterium violaceum)

Amoxicilina

Derivado semi-sintético da penicilina
(Penicillium chrysogenum)

Acido fusidico (Fusidium coccineum)
Fusafungina (Fusarium lateritium)
Cefacetrila

Derivado semi-sintético da cefalosporina C
(Acremonium chrysogenum)
Retapamulina

Derivado semi-sintético da pleuromutilina
(Pleurotus mutilus)

Formam canais idnicos que aumentam a
permeabilidade da membrana celular
bacteriana

Sintese da parede celular: inibicéo da
desfosforilagdo de C 55 -isoprenil pirofosfato

Parede celular: ruptura da membrana celular

Sintese de proteinas: isoleucil t-RNA
sintetase

Sintese da parede celular: proteinas de
ligacdo a penicilina

Sintese da parede celular: proteinas de
ligacdo a penicilina

Sintese de proteinas: fator de alongamento G
Parede celular: ruptura da membrana celular
Sintese da parede celular: proteinas de

ligacéo a penicilina

Sintese de proteinas: subunidade ribossémica
50S
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Continuagéo da Tabela 1

Descoberta(b)/
Classe (a) Uso Exemplo Alvo molecular
Antibidticos sintéticos
Arsfenaminas (d) 1907/ 1910 Salvarsan N&o conhecido
Sulfonamidas 1932/1936 Mafenide Sintese de folato: inibi¢do da dihidropteroato
sintetase
Salicilatos (e) 1902/1943 Acido 4-aminossalicilico Sintese de folato: pré-droga que inibe a diidrofolato

redutase

Sulfonas 1908/1945 Dapsona Sintese de folato: inibi¢do da dihidropteroato
sintetase

Piridinamidas 1952/1952 Isoniazida Parede celular: pré-droga que inibe a sintese de
acidos micolicos

Nitrofuranos 1945/1953 Nitrofurantoina Sintese de DNA: danos no DNA

Azélicos (f) 1959/1960 Metronidazol Sintese de DNA: danos no DNA

(Fluoro)quinolonas 1962/1962 Ciprofloxacina Sintese de DNA: inibicdo da DNA girase e
topoisomerase 1V

Diaminopirimidinas 1950/1962 Trimetroprim Sintese de folato: inibi¢do da diidrofolato redutase

Etambutol 1962/1962 Etambutol Parede celular: inibigdo da arabinosil transferase

Tioamidas 1956/1965 Etionamida Parede celular: pré-droga que inibe a sintese de
acidos micolicos

Fenazinas (f) 1954/1969 Clofazimina Sintese de DNA: liga-se a bases guanina

Oxazolidinonas 1987/2000 Linezolida Sintese de proteinas: subunidade ribossémica 50S

Diarilquinolinas 2004/2012 Bedaquilina Sintese de ATP: inibicdo da bomba de prétons

1.2.2- Mecanismos de agao

No geral os antibidticos atuam alterando as funcdes vitais dos microrganismos,

tendo cada classe um mecanismo de acdo diferente para matar ou inibir o crescimento das
bactérias (Abushaheen et al., 2020). Os mecanismos de acao das diversas classes de
antibioticos sdo: interferir na sintese da parede celular; inibir a sintese de proteinas; inibir
a sintese de acido nucleico; inibir as vias metabolicas/enzimas bacterianas e interromper

a estrutura da membrana bacteriana (Abushaheen et al., 2020).

Os antibidticos pB-lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos contém um anel B-lactamico e 0 mecanismo de agéo é inibir a dltima
etapa da sintese de peptidoglicano da parede celular bacteriana (Eyler e Shvets, 2019). A

parede celular € muito importante para a manutencdo da forma da célula bacteriana, bem
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como na protecdo contra a lise da bactéria, fazendo a regulacdo osmética. Sendo a parede
celular o alvo de varios antibidticos, como os B-lactamicos, por exemplo: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos e o0s glicopeptideos, como:

vancomicina e teicoplanina (Abushaheen et al., 2020).

Alguns antibioticos atuam na sintese de proteinas, que é uma funcéo vital para as
bactérias, este método pode ser utilizado devido a diferenca entre a estrutura dos
ribossomos bacteriano e eucariotico, podendo entdo agir seletivamente nas bactérias.
Podem atuar dificultando o processo na subunidade 30S (macrolideos, aminoglicosideos
e tetraciclina) e 50S (cloranfenicol), interrompendo o crescimento da célula (Abushaheen
et al., 2020). Outro mecanismo de ac¢do utilizado por antibioticos, € inibir a sintese de
acido nucleico. Este é o caso das fluoroquinolonas, que podem ser usadas contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo bactérias anaerébicas. Elas atuam inibindo
a DNA girase em bactérias Gram-negativas, que ¢ uma enzima fundamental na replicacédo
do DNA. Ja nas bactérias Gram-positivas, elas atuam inibindo a enzima topoisomerase
IV, que tem papel na segregacdo do DNA durante a divisdo celular. J& as quinolonas se
ligam a topoisomerase IV ou Il a alteram o superenrolamento do DNA, causando a morte
celular. Alguns antibi6ticos podem atuar inibindo enzimas bacterianas ou inibindo vias
metabdlicas, como a via biossintética do folato. As sulfonamidas atuam como substrato
alternativo ao acido para-aminobenzoéico (PABA) que participa da via de folato, sendo
assim, as sulfonamidas atuam competindo com o PABA e inibindo a via,
consequentemente inibindo o crescimento bacteriano. As sulfonamida e trimetoprima séo
antibidticos de amplo espectro, atuando sobre as bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae e bactérias Gram-negativas, como
Escherichia coli, algumas espécies do género Shigella e Proteus mirabilis. Também
existem antibidticos que possuem moléculas carregadas positivamente e que conseguem
atrair as bactérias que sdo carregadas negativamente, devido aos peptidoglicano e
lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa. Sendo assim, as moléculas da
polimixinas se ligam & membrana da bactéria, alteram a estrutura e causam um

desequilibrio osmotico, levando a morte celular (Abushaheen et al., 2020).

A Figura 2 apresenta 0s mecanismos de acdo das classes de antibioticos para

inibir/ matar bactérias.
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MECANISMO DE ACAO DOS ANTIBIOTICOS

Agentes inibem . EX.: Sulfonamidas
9 - gl a sintese de DNA - .
a Sintese da parede celular i Trimetoprima
5 e EX.: Fluoquinolonas
EX.: Penicilinas
Cefalosporina
Carbapenemas
Glicopeptideos
(Vancomicina)

Agentes que inibem

DNA
girase
Ve
50S
Poli::l:ase Ribossomo 30

Agentes que inibem
a DNA polimerase
EX.: Rifampicina

GRAM-NEGATIVA ‘oo scstaanocsieseme GRAM-POSITIVA

inibem a Sintese de proteinas

EX.: Aminoglicosideos; Tetraciclina;
Macrolideos; Clindamicina;
Cloranfenicol; Linezolida

Figura 2: Mecanismos de acdo das classes de antibioticos para inibir/ matar bactérias.

Fonte: Autoria propria, utilizando os programas BioRender.com e Canva.

1.2.3- Resisténcia bacteriana aos antibioticos

Muitas bactérias conseguem driblar os mecanismos de acdo dos antibidticos e com
iss0, resistem a presenca dessas substancias, causando severos danos na sociedade (Anuj
et al., 2019). A resisténcia bacteriana é considerada um problema de salde publica,
quanto mais os antibioticos séo utilizados de forma inadequada, maiores sdo as chances
de as bactérias desenvolverem resisténcia (Abushaheen et al., 2020). H4 uma estimativa
de que cerca de 10 milhGes de pessoas morrerdo por ano até 2050, devido a infec¢des
causadas por bactérias resistentes aos antibioticos disponiveis (O'Neill, 2014).

As resisténcias podem ser classificadas como: resisténcia intrinseca aos

antibioticos, que € um mecanismo de resisténcia endogena e a resisténcia aos antibioticos

adquirida, que é proveniente de uma mutacdo ou recebida por algum mecanismo de
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transferéncia génica e que podem passar de uma bactéria para outra. As resisténcias
intrinsecas podem se dar devido a trés fatores: a permeabilidade da membrana externa
celular, pois quando esta diminuida, o metabolismo da bactéria é afetado e com isso ela
absorve menos o farmaco (Anuj et al., 2019); o sistema de efluxo ativo de bactérias, que
possuem proteinas de bombeamento multidrogas presentes na membrana celular,
bombeando o farmaco para fora da célula; a produ¢ao de enzimas especificas, como a 3-
lactamase, confere resisténcia a penicilina. Ja a resisténcia a antibioticos adquirida pode
ocorrer devido a resisténcia por mutagdes, como a mutacao que altera a DNA girase alvo
ou que reduzem as proteinas de membrana externa, diminuindo a quantidade de drogas
que atravessam a superficie celular (Kime et al., 2019; Yang et al., 2020); aquisicao de
genes de resisténcia, por meio da transducdo, da transformacdo ou conjugacdo que
permite a aquisicdo de novos genes (Foster, 2017); resisténcia mediada por biofilme,
devido a este formar uma matriz polimérica extracelular altamente hidratada que confere
protecdo (Craft et al., 2019; Saxena et al., 2019). Os mecanismos de resisténcia das
bactérias aos antimicrobianos sdo: a inativacao do antibidtico com a producao de enzimas,
como as beta-lactamases; alteragdes do sitio alvo do antibidtico; uso de vias metabdlicas
alternativas, bombas de efluxo e alteracfes a permeabilidade da célula ao antibiotico
(Cabral, 2012; Marinho et al., 2016).

A presenca de antibiéticos em alguns ambientes, como por exemplo, devido ao
descarte inadequado desses antimicrobianos em ambientes aquéaticos, podem contribuir
para que ocorra uma pressao seletiva de mutantes resistentes dessas estirpes bacterianas.
Os antibidticos também podem contaminar as aguas subterrdneas e consequentemente
chegar a dgua potavel e assim para seus consumidores (Vaz-Moreira et al., 2011). Uma
vez selecionados mutantes resistentes, podem transferir estes genes para estirpes
patogénicas para 0 homem e para animais. Um fator também preocupante é quando ocorre
a presenca das bactérias patogénicas resistentes nas fezes que acabam por poluir o
ambiente aquatico, que pode entdo representar um veiculo de contaminacgdo de peixes e

outros organismos aquaticos (Hatha et al., 2005).

Uma das principais espécies patogénicas resistentes € a bactéria Gram-positiva,
Staphylococcus aureus, a qual pode ser residente natural da microbiota humana, porém
em determinadas circunstancias pode adquirir viruléncia causando uma série de doencas

infecciosas, como: doencas de pele, tecidos moles, endocardite, pneumonia, entre outras.
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(Guo et al., 2020). As bactérias da espécie S. aureus podem se tornar resistentes a
meticilina, um antibidtico betalactamico de pequeno espectro pertencente ao grupo das
penicilinas, sendo assim, denominadas S. aureus resistente a meticilina (MRSA). As
bactérias MRSA séo de dificil tratamento e devido a evolucdo das bactérias e uso
indiscriminado dos antimicrobianos, essas bactérias estdo aumentando a taxa de infec¢éo
em humanos (Guo et al., 2020). A resisténcia ocorre devido a mutacdo do gene mecA que
passa a codificar a enzima PBP2a, capaz de degradar o anel B-lactamico (Schulte e
Munson, 2019).

Na figura 3, retirada do artigo de Lai et al., 2022, pode-se observar de uma forma
geral os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibioticos. Sendo assim, o numero 1
representa as enzimas que os inativam pela modificacdo da sua estrutura quimica; O
namero 2 representa 0 mecanismo de resisténcia que diminui as concentragdes de
antibidticos intracelulares, (2a.) reduzindo/perdendo porinas, assim consegue evitar que
0 antibidtico entre na célula, (2b.) através de bombas de efluxo, que expulsam o
antibiotico da célula. O numero 3 representa 0 mecanismo que altera os sitios alvos dos
antibidticos, que normalmente sdo: (3a.) ribossomos, (3b.) enzimas de replicacdo do
DNA e precursores da parede celular. O nimero 4 esta referenciando o mecanismo de
protecdo do sitio-alvo do antibi6tico, como no caso da modificacdo da carga da superficie

bacteriana LPS — Lipopolissacarideo ou pepdideoglicano.
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2. Diminuir a concentracao intracelular
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2b. Bomba de Efluxo

O
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Ribossomos de replicagcdao do DNA
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3. Modificacao do Sitio-alvo O.-v'- 4. Protegéo do Sitio-alvo

Figura 3: Principais mecanismos de resisténcia bacteriana. S&o apresentadas as
diferencas entre as estruturas/composicao da parede celular das bactérias Gram-positivas,
no lado esquerdo, e das Gram-negativas, no lado direito. Figura adaptada do artigo de Lai
etal., 2022.

1.3 - Bacteriocinas

As bacteriocinas ja sdo consumidas ha milénios, por meio de alimentos
fermentados, em que bactérias iniciadoras do processo fermentativo sdo produtoras de
bacteriocinas, sendo um antimicrobiano natural. Atualmente, tem sido estudada para a
descoberta de novos bioconservantes e diversas outras aplicacdes (O'Connor et al., 2020).
A primeira bacteriocina foi descrita na literatura em 1925 por Gratia, o qual descreveu o
antagonismo entre estirpes de Escherichia coli (Gratia, 1925; Gillor, Giladi & Riley,
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2009). Bacteriocinas sdo proteinas ativas sintetizadas a nivel dos ribossomos com peso
molecular que podem variar, como por exemplo de 2 a 30 kDa. Possuem caracteristicas
anfipatica e catidnica, as quais permitem a interacdo com as membranas das bactérias,
podendo causar desestabilidade na membrana por meio da formagéo de poros (Bahar &
Ren, 2013). Podem ser excretadas tanto por bactérias Gram-positivas, quanto por
bactérias Gram-negativas. Esses peptideos antimicrobianos sdo capazes de inibir o
crescimento ou matar outros microrganismos, sendo as bactérias produtoras imunes a esta
substancia (Mahlapuu et al., 2016). A producdo de bacteriocinas tem um custo
metabdlico, sendo assim, para ser vantajoso para a bactéria produtora, os beneficios
devem ser maiores gque este custo. Como beneficios as bacteriocinas devem poupar as
estirpes bacterianas que possuem relacdo mutualista com a produtora, como também os
microrganismos alvos ndo podem adquirir resisténcia a elas (Heilbronner et al., 2021).
Com isso, apresentam um menor espectro de atividade, sendo mais precisa do que a
maioria dos antibidticos (Madigan et al., 2004; Heilbronner et al., 2021), podendo ser
usadas como agentes terapéuticos contra microrganismos patogénicos (Riley & Wertz,
2002).

A investigacdo de novas substancias antimicrobianas é de grande importancia para
a obtencdo de novas opgdes de tratamento de infec¢des causadas por bactérias, haja visto
o problema de resisténcia bacteriana aos antibioticos. E também de grande valor
biotecnologico a descoberta de novos conservantes, que possam ser utilizados nas
indUstrias de alimentos e de cosmeticos. As bacteriocinas oriundas de bactérias Gram-
positivas sdo mais exploradas por serem produzidas por bactérias do acido-lactico. Essas
bacteriocinas sdo consideradas mais seguras, devido as bactérias produtoras ja serem
encontradas em alimentos. Assim, essas bacteriocinas possuem o status de “Geralmente
Reconhecida Como Seguras” GRAS (do inglés, Generally Recognized As Safe), podendo
ser consumidas sem causar danos a saude humana. Exemplos de bacteriocinas que sao
utilizadas como conservantes nas industrias alimenticias sdo a nisina e a pediocina (Sarkar
et al., 2017; Sulthana & Archer, 2021).

A bacteriocina nisina foi descoberta em 1928, originalmente produzida pela
bactéria Gram-positiva Lactococcus lactis subsp. lactis, tendo atividade antimicrobiana
contra a bactéria da espécie Lactococcus bulgaricus (Balciunas et al., 2013). Atualmente
é utilizada mundialmente como conservante alimenticio contra bactérias deterioradoras

de alimentos, possui um amplo espectro de acdo, podendo combater bactérias dos
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géneros: Lactococcus, Listeria, Mycobacterium, Streptococcus, Staphylococcus, entre
outros (Hurst, 1981). A pediocina é a bacteriocina produzida por estirpes do género
Pediococcus que possui alta atividade contra bactérias do género Listeria e Enterococcus
(Balandin et al., 2019). A pediocina PA-1, comercializada como Alta™ 2341, é produzida
por bactérias da espécie Pediococcus acidilactici e inibe em particular a bactéria Listeria
monocytogenes, promovendo o prolongamento da vida util dos alimentos (Kumariya et
al., 2019). Outra bacteriocina é a zoocina, que ¢ uma bacteriocina produzida por estirpes
da espécie Streptococcus equi subsp. zoepidermicus, uma Zn-metaloprotease da familia
M23/M37. Com funcdo de enzibidtico com atividade contra bactérias Gram-positivas,

clivando os peptideos da parede celular (Chen et al., 2013).

Diversas bactérias tém sido descritas como produtoras de bacteriocinas ou
substancias semelhantes a estas. Como exemplo, temos a E. coli produtora de colicina
(Gillor et al., 2008; Bayramoglu et al., 2017) e também os géneros Staphylococcus e
Streptococcus, que produzem as estafilococcinas e estreptococcinas, respectivamente
(Armstrong et al., 2016). Substancias antimicrobianas semelhantes & bacteriocinas
também foram descritas em Aeromonas sp. (Messi et al., 2003).

As bacteriocinas apresentam diversas vantagens, possuem baixa toxicidade em
células eucarioticas; conseguem inibir o crescimento de algumas estirpes bacterianas com
baixo valor de concentracdo inibitéria minima (MIC); toleram altas temperaturas;
algumas bacteriocinas podem apresentar um amplo espectro de acéo (Radiac et al., 2020;
Sulthana & Archer, 2021), porém geralmente sdo espécies especificas, apresentando agédo
contra um grupo especifico de microrganismo, filogeneticamente préximos, podendo ser
utilizado para combater infeccbes sem afetar as bactérias naturalmente presentes no
organismo (Ghosh et al., 2019). J& algumas desvantagens e limitacGes do uso das
bacteriocinas sdo: necessidade de utilizar alta dose para ter o efeito esperado e
sensibilidade a enzimas proteoliticas (Sulthana & Archer, 2021). Para o0 sucesso do uso
das bacteriocinas e sua aplicabilidade no mercado, ha a necessidade de responder a seis
pilares principais: o espectro de acdo (amplo ou estreito); a estabilidade em relacdo a
temperatura e pH; a bioengenharia (se sdo bioflexiveis); a diversidade molecular; a
producédo (método tradicional de fermentacdo descontinua, sintese quimica para alto nivel
de producdo, mimetizando a molécula) e a seguranca (citotoxicidade) (Hols et al., 2019).

Em relacdo a resisténcias, podem ser utilizadas combinagdes de bacteriocinas com

diferentes mecanismos de acéo, fazendo uma abordagem de barreira, aumentando o efeito
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da bacteriocina, como também reduzindo a possibilidade de selecionar estirpes resistentes
(O'Connor et al., 2020). Ao atacar varios alvos moleculares a probabilidade de

desenvolver resisténcias a substancia é muito menor (Cao et al., 2020).

1.3.1 Classificagédo das bacteriocinas

Ao longo do tempo, diversas classificagdes foram propostas para as bacteriocinas,
sendo a classificacdo que divide em dois grandes grupos a mais clara e selecionada para
este trabalho. As bacteriocinas sdo divididas em dois grandes grupos, as bacteriocinas
oriundas de bactérias Gram-positivas e as bacteriocinas oriundas de bactérias Gram-
negativas. Sdo classificadas de acordo com as propriedades fisico-quimicas.

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, sdo divididas em trés
classes: a classe | é conhecida por conter bacteriocinas com baixo peso molecular, sendo
menor que 10 kDa e sofrem modificagdes enzimaticas durante a biossintese. S&o
peptideos lineares ou globulares modificados pds-tradu¢ao, contendo lantionina, -metil
lantionina e aminodacidos desidratados. Exemplo destas bacteriocinas sdo: nisina A, U e
Z, mersacidina, labirintopetina A2, subtilosina A. Algumas bacteriocinas da classe |
podem ser classificadas como lantibioticos, pois podem conter lantionina e B-metil
lantionina, que sdo aminoacidos modificados em sua composi¢cdo (Cotter et al., 2005,
Drider & Rebuffat, 2011).

As bacteriocinas de classe Il também sdo pequenas e nao sofrem mudancas
enzimaticas para a realizagdo de sua fungdo, ndo contém lantionina e sdo uma classe
heterogénea. Essa classe é subdividida em classe Ila, Ilb, Ilc e 1ld. Sendo a classe Ila as
bacteriocinas semelhantes a pediocina PA-1, como exemplo: pediocina PA-1 e
carnobacteriocina X; a classe llb sdo as bacteriocinas compostas por dois peptideos.
Como as, lactacina F e ABP-118; a classe llc sdo compostas por peptideos circulares, por
exemplo: carnociclina A e enterocina AS-48. Ja as da classe Ild sdo compostas por
peptideos lineares ndo-pediocina-like e peptideo Gnico. Por exemplo, temos a
epidermicina NIO1 e a lactococina A. As bacteriocinas de classes | e 1l sdo termoestaveis
e sdo as classes mais estudadas (Yang et al., 2014; Alvarez-Sieiro, 2016).

As bacteriocinas de classe 111 sdo peptideos grandes, maiores que 10 kDa e séo
termol&beis, podem ter associa¢do com fosfolipidios e carboidratos (Klaenhammer, 1993;
Drider & Rebuffat, 2011). Exemplo de bacteriocinas da classe 11l s&o: caseicina 80,
enterolisina A e helveticina J (Cotter et al., 2005, Drider & Rebuffat, 2011).
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Ja as bacteriocinas oriundas de bactérias Gram-negativas podem ser classificadas
em dois grandes grupos: as colicinas e as microcinas.

As colicinas sdo bacteriocinas com atividade contra bactérias intimamente
relacionadas, ja que permitem eliminar os competidores ambientais e conseguir espago e
nutriente. Possuem trés dominios: o dominio T de translocacdo amino-terminal que esta
relacionado a exportagdo da bacteriocina pela membrana através da proteina
translocadora; o dominio R que é o dominio central de ligacéo ao receptor, no qual tem a
sequéncia de ligagdo a um receptor de membrana externa, e o dominio C que é o carboxi-
terminal, um dominio citotoxico com atividade antibacteriana. As bactérias produtoras de
bacteriocinas produzem também uma proteina de imunidade especifica que atua
inativando a bacteriocina. As estirpes sensiveis possuem uma proteina receptora e
translocadora que reconhece a bacteriocina e a transporta para dentro da célula, onde
conseguira exercer sua atividade bactericida ou bacteriostatica. As estirpes resistentes ndo
possuem essa proteina receptora, ja as estirpes tolerantes possuem uma deficiéncia no
sistema de proteinas translocadoras (Yang et al., 2014). As colicinas podem ser
encontradas em plasmideos e algumas podem estar presentes no cromossomo da bactéria.
As bactérias produtoras de colicinas, possuem um agrupamento génico, codificando a
proteina estrutural de toxina, a proteina de imunidade e a proteina de lise (proteina de
liberacdo de bacteriocina — BRP, do inglés Bacteriocin Release Protein). As colicinas
possuem trés mecanismos de acdo: atuam na formacdo de poros na membrana;
apresentam atividade enzimatica como DNAse e RNAse que digerem o material genético
e podem digerir os precursores de peptideoglicano, interrompendo a sintese. Existem
subcategorias para a classe das colicinas, de acordo com o mecanismo de exportacao da

bacteriocina.

As colicinas podem ser classificadas em 2 grupos de acordo com o sistema de
translocacéo: o grupo A e B. O grupo A tem o transporte da bacteriocina pelo sistema Tol
presente na membrana externa das bactérias, como as colicinas E1, E9, A, K e N. Essas
colicinas geralmente sdo codificadas por plasmideos pequenos associados a genes de lise.
Jaas colicinas do grupo B séo transportadas pelo sistema Ton, geralmente sao codificadas
por plasmideos grandes e ndo possuem associacdo com genes de lise. Exemplos dessas
colicinas séo: colicina 5, 10, B, D, M, V, la, Ib (Kleanthous, 2010; Yang et al., 2014).

Outra classificacdo das colicinas baseia-se no mecanismo de acgdo, podendo ser
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classificadas em trés tipos: colicinas formadoras de poros, que podem formar canais na
membrana interna, causando o extravasamento dos componentes citoplasmaticos e
consequentemente destroem o gradiente eletroquimico, levando a morte celular. Exemplo
dessas colicinas sdo as: A, B, E1, Ia, Ib, Ke N. O segundo grupo é conhecido por colicinas
do tipo nuclease, que podem digerir o DNA/RNA, por meio das enzimas DNAsg, 16S
rRNAse e tRNAse. Como exemplo temos as colicinas E2 a E9. No terceiro grupo estdo
as colicinas do tipo peptidoglicanase, as quais incapacitam a célula de produzir
peptidoglicano, devido a digestdo do precursor do peptidoglicano (Cascales et al., 2007,
Yang et al., 2014).

Diferentemente das colicinas que possuem um peso molecular mais alto, em torno
de 25-80 kDa, as microcinas possuem peso molecular baixo, em torno de 10 kDa. S&o
peptideos hidrofébicos e sdo produzidos como peptideos precursores, incluindo peptideos
centrais e N-terminal, podendo sofrer modificacGes pos-traducionais ao sofrer maturagédo
para microcina ativa. Resistem ao calor, pH e a proteases. O sistema de secre¢éo utilizado
para exportar as microcinas € o sistema de secrecdo de transporte ABC tipo | (Duquesne
etal., 2007; Rebuffat, 2012; Yang et al., 2014). As microcinas s&o divididas em 4 classes:
I, 11, llae Ilb. A classe | é composta por peptideos de baixo peso molecular, menores que
5 kDa e sofrem modificacdo pos-traducdo. Exemplo destas bacteriocinas sdo: B17,
C7/C51, D93 e J25. As microcinas de classe Il sdo peptideos maiores entre 5 a 10 kDa,
podendo sofrer modificagdo pos-traducdo ou ndo. As microcinas de classe lla necessitam
de mais de um gene para sintetizar os peptideos funcionais. Exemplo de microcinas de
classe lla sdo: I, V e N/24. Ja as microcinas de classe Ilb sdo peptideos lineares com
modificacdes pos-traducionais. Como exemplo temos as: microcina E492, M e H47
(Severinov et al., 2007; Yang et al., 2014).

1.3.2 Mecanismo de agdo

Assim como o0s antibioticos, as bacteriocinas também possuem diversos
mecanismos de a¢do para matar ou inibir o crescimento das bactérias. Sendo eles: acédo
na sintese da parede celular, inibicdo da replicacdo do DNA, interferéncia na sintese de
proteinas e rompimento da estrutura da membrana e formacé&o de poros.

A nisina, bacteriocina produzida por Lactococcus lactis, € um exemplo de

bacteriocina com agéo na sintese da parede celular. Utilizam o mecanismo bacteriostatico
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quando se ancoram ao lipidio 1l na membrana, que € um precursor do polissacarideo
peptidoglicano, da sintese da parede celular. Ou efeito bactericida, quando esta em alta
concentracdo, criando poros na membrana e levando a morte celular. Atua contra
bactérias Gram-positivas, sendo muito Util na inddstria alimenticia e farmacéutica.

As bacteriocinas também podem atuar inibindo a sintese de DNA, atuando sobre
a girase, este mecanismo néo representa empecilho para a sua aplicagdo biotecnologica,
gracas as diferencas entre a DNA girase bacteriana e humana (Sulthana & Archer, 2021).
Um exemplo é a microcina B17. As colinas E3-E6 e cloacina DF13, por exemplo,
apresentam atividades da rRNAse. As bacteriocinas colicinas do tipo E, possuem
atividade de endonuclease e inibem a tradu¢do agindo na extremidade 3’, da sequéncia
de codificacdo e clivando 16S rRNA. Colicinas do tipo D e E5 séo tRNases agindo sob a
exaustdo de tRNA que resulta em sintese proteica limitada (Sulthana & Archer, 2021).
Algumas bacteriocinas podem causar a ruptura da integridade da membrana, formando
poros e causando vazamento de material celular, pois se acoplam ao local do lipidio II.
Exemplos de bacteriocinas com esse mecanismo de a¢ao sdo a nisina, Bac-GM17, PInJ/K,
PInE/F, Pep5, | e epidermina. A bacteriocina lacticina Q, utiliza 0 movimento flip-flop
dos lipideos, para formar poros e levar a morte celular, ja a carnociclina A se associa
diretamente a camada lipidica e formam os poros. O mecanismo de acdo mais inovador
das bacteriocinas é a formacdo de septo durante a mitose, interrompendo o ciclo celular
e assim, inativando a bactéria alvo (Sulthana & Archer, 2021). A figura 4 apresenta o0s

mecanismos de acdo das bacteriocinas nas células alvo.
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MECANISMO DE ACAO DAS BACTERIOCINAS
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Figura 4: Mecanismo de acdo das bacteriocinas nas células alvo. Fonte: Autoria

prépria, através das ferramentas BioRender.com e Canva.

1.3.3 Aplicacao biotecnoldgica

Atualmente as bacteriocinas sdo conhecidas por sua aplicagdo como conservantes
alimenticios, fazendo o controle de microrganismos deterioradores. Devido a grande crise
global gerada pela presenca de bactérias resistentes aos antibidticos disponiveis no
mercado farmacéutico, houve a necessidade de explorar novas vertentes de estudo para
fazer o controle desses patdgenos multirresistentes. Com isso, 0s pesquisadores tiveram
um novo olhar sobre as bacteriocinas. Com o avango das pesquisas e das tecnologias foi
possivel descobrir diversas aplicagdes para essas substancias.

H& também uma crescente busca por conservantes mais naturais que possam
conferir maior durabilidade e aproveitamento para os alimentos, pois 0s consumidores
estdo cada vez mais conscientes e exigentes em relacdo & qualidade de vida, buscando

alimentos mais saudaveis. Sendo necessario reduzir os aditivos quimicos e troca-los por
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conservantes naturais como as bacteriocinas. A bacteriocina nisina, produzida pela
bactéria Lactococcus lactis subsp. lactis, ja vem sendo utilizada no processo de
conservacao de alimentos em diversos paises (Cotter et al., 2005; Sarkar et al., 2017).
Podem ser utilizadas nas ragdes de animais, como aditivo, para evitar danos causados por
patdgenos (Yang et al. 2014).

Além do uso como conservantes, existem pesquisas que apresentam o uso clinico
das bacteriocinas, para inibir patdogenos multirresistentes a drogas, substituindo os
antibioticos (Yang et al. 2014), evitando diversas mortes humanas por falta de
medicamentos eficazes para combater infec¢des bacterianas. Também hé relatos de uso
médico para o tratamento de cancer (Lancaster et al., 2007; Yang et al. 2014). Ainda na
area da saude, bactérias produtoras de bacteriocinas podem ser utilizadas em probidticos,
evitando doencas gastrointestinais atraves do equilibrio das bactérias no trato digestivo
(Yang et al. 2014).

As substancias antimicrobianas também podem ter aplicabilidade na aquacultura,
usando as bactérias produtoras como probioticos, prevenindo infec¢bes de peixes e de
outros animais marinhos como camardes e lagostas, infecgcOes estas responsaveis por
grandes perdas econémicas (Dugenci & Candan, 2003; Pond et al., 2006; Nguyen et al.,
2014).

A Figura 5 apresenta a linha do tempo das aplicacGes das bacteriocinas para
tratamentos em alimentos e na area da salde humana. A parte verde representa as
aplicacdes de bacteriocinas j& alcancadas. Ja a parte vermelha representa as possiveis
aplicacdes das bacteriocinas no futuro. Durante 70 anos, as bacteriocinas vem sendo
utilizadas em probidticos (com produtores de bacteriocinas vivos) e como mono
tratamentos (apenas as bacteriocinas), sendo usadas na conservagdo de alimentos e
equilibrio da microbiota no trato digestivo de humanos. Futuramente as bacteriocinas,
isoladas ou em formas de coquetéis, podem ser utilizadas para tratar infecgdes por
bactérias multirresistentes e distdrbios da microbiota. O uso veterinario ou como
esterilizante de materiais hospitalares e nas industrias de alimentos também sdo campos
de aplicacOes de bacteriocinas. Também podera ser utilizada na prevencdo da disbiose
sisttmica, através do equilibrio dos microrganismos, mobilizando as populagdes

enddgenas da microbiota através de moléculas indutoras (Hols et al., 2019).
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Figura 5: AplicacGes biotecnoldgicas das bacteriocinas em tratamentos aplicados para
alimentacéo e saude humana. O circulo verde representa os tratamentos ja aplicados e a
parte vermelha representa as possiveis aplicagdes das bacteriocinas no futuro. Figura

adaptada do artigo Hols e colaboradores (2019).

1.4 - Bactérias produtoras de substancias antimicrobianas e 0 ambiente aquatico

Na literatura, ha relatos de diversos géneros de bactérias capazes de produzir
substancias antimicrobianas, tanto entre as bactérias Gram-positivas, como entre as
Gram-negativas. E estimado que mais da metade das espécies sejam capazes de produzir
compostos com atividade antimicrobiana, como as bacteriocinas, as quais Ihes conferem
vantagens competitivas em seus nichos ecolégicos (Perez, Zendo & Sonomoto, 2022). As
bactérias produtoras podem ser encontradas em diversos ambientes: terrestres, como no
solo, aquéaticos, como em mares e rios, como também podem ser encontradas em animais.
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E de conhecimento comum que o0 ambiente aquatico possui uma biodiversidade vasta e
que formam 70% da superficie do planeta Terra. Em relacdo aos microrganismos
presentes nesse ambiente, existem diversos géneros que devem ser estudados. Devido a
alta biodiversidade presente, também ha uma grande competi¢do por nutrientes e espaco,
fazendo com que esses microrganismos produzam substancias bioativas. O ambiente
marinho tem uma enorme diversidade e € considerado excelente para a bioprospeccao de
moléculas ativas (Stincone & Brandelli, 2020). Ja existem relatos de estirpes isoladas de
ambiente aquatico produtoras de substdncias antimicrobianas. Alguns géneros sao
comumente encontrados em peixes, como por exemplo, os géneros Pseudomonas, Vibrio

e Aeromonas.

As bactéerias do filo Actinobacteria produzem diversos compostos bioativos.
Dentre os 22.000 compostos produzidos por microrganismos e que sao utilizados nas
industrias, na agricultura e na medicina, cerca de 45% sdo produzidos pelo filo
actinobacteria. As bactérias do género Micromonospora, pertencentes a ordem
actinomycetales (actinomicetos), séo comumente encontradas em ambientes marinhos e
foram relatadas como capazes de produzirem diversos compostos ativos. Um exemplo é
a gentamicina, que € essencial para o uso na salde. Outra substancia com atividade
produzida por este género € a tiocoralina, que é um metabdlito secundario (Qi et al.,
2020). Nos ultimos anos, o filo firmicutes foi 0 mais estudado em relacéo a producédo de
substancias antimicrobianas no ambiente aquatico. Mesmo que neste ambiente tenha um
grande nimero de representantes do filo Actinobacteria, que ja é conhecido por ser o filo
com mais bactérias produtoras dessas substancias. Isso pode ocorrer devido a dificuldade
de cultivar as bactérias do filo Actinobacteria de sedimentos marinhos (Stincone &
Brandelli, 2020). Dentre os géneros que compdem o filo firmicutes, o género Bacillus é
0 mais explorado e j& foi relatado como produtor de substancias antimicrobianas. Nos
ultimos anos, foram relatadas fijimicinas isoladas de Streptomyces e linamicinas, ambas
produzidas por bactérias do filo actinobacteria e a substancia macrolactina oriunda de
bactérias do género Bacillus (Stincone & Brandelli, 2020). Considerando a
biodiversidade marinha, as bactérias mais abundantes sdo as o-proteobacteria, porém
devido & dificuldade de seu cultivo, as bactérias mais cultivadas sdo do grupo das y-
proteobacteria. O filo das proteobacterias representam cerca de 50% - 80% das bactérias

do ambiente marinho. Esse filo € composto por bactérias Gram-negativas que habitam
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diversos ambientes. Os principais géneros representantes desse grupo em ambiente

marinho sdo: Vibrio, Pseudoalteromonas e Pseudomonas (Desriac et al., 2013).

Ao analisar a produgdo de substancias antimicrobianas, deve-se ter uma
amostragem ampla, para verificar o nimero de estirpes produtoras e agrupamentos de
genes biossintéticos (BGCs) corretos. Além disso, explorar ambientes ainda néo
explorados ou pouco explorados, como o ambiente marinho, possibilitara aumentar a
quantidade de bactérias produtoras detectadas (Hutchings, Truman & Wilkinson, 2019).
Um exemplo de organismo isolado de ambiente aquético contendo aplicacGes
biotecnologicas é a bactéria do género Salinospora e pertencente ao filo actinobacteria.
Estas bactérias foram referenciadas como produtora de multiplos produtos naturais novos,
como a salinosporamida A, que possui atividade anticancerigena (Hutchings, Truman &
Wilkinson, 2019). O trabalho de Tracanna e colaboradores (2017), apresenta a grande
diversidade de BGCs e a relacdo taxonémica entre os filos produtores, permitindo
verificar como é distribuida a producdo de substancias antimicrobianas. A Figura 6
apresenta os clusters biossintéticos anotados pelo programa AntiSMASH + ClusterFinder

e a sua relacdo taxondmica procariotica.
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Figura 6: Diversidade taxonémica de agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) em

filos de archaea e bactérias. Os BGCs foram anotados pela ferramenta AntiSMASH +
ClusterFinder. Os filos estdo representados pelo circulo externo (verde), as bactérias e as
archaeas sdo representadas pela arvore, no qual os circulos (cinza) indicam quantidade de
variacdo dentro do taxon. Os tipos de BGCs anotados foram diferenciados através da cor
no grafico de barra. Sendo as cores de cada BGCs apresentadas na legenda da figura.

Fonte: Cimermancic et al., 2014 adaptada e publicada por Tracanna et al., 2017.
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O género Pseudomonas ja foi descrito em diversos trabalhos como produtor de
substancia antimicrobiana. Ahmad e colaboradores (2013) detectaram a producéo de uma
substancia pela estirpe de Pseudomonas putida FStm2, isolada da pele de tubardo. A
substancia apresentou ampla atividade antimicrobiana contra diversos patdgenos. A
bactéria indicadora utilizada foi a Serratia marcescens ATCC 13880. A bacteriocina foi
purificada por precipitacdo com sulfato de aménio e filtragdo em gel numa coluna
Superdex-200. O peso molecular desta bacteriocina foi estimado em aproximadamente
32 kDa por meio de SDS-PAGE (Ahmad et al., 2013). No trabalho de Ghrairi e
colaboradores (2015), foram testadas estirpes do género Pseudomonas isoladas de agua
termal para verificar a producdo de bacteriocinas. Foram testadas contra bactérias
indicadoras de géneros relacionados e também bactérias Gram-positivas. Com isso, pode-
se verificar que as estirpes de Pseudomonas putida sdo capazes de produzir substancia
antimicrobiana que inibem estirpes de Pseudomonas e outros géneros, incluindo
patdgenos de origem alimentar. A substancia antimicrobiana produzida pela estirpe

Pseudomonas putida TO1 teve efeito bactericida para estirpe de Escherichia coli.

Um exemplo de bacteriocina produzida pelo género Streptococcus € a salivaricinas.
No trabalho de Barbour & Philip (2014), foram relatadas novas estirpes de Streptococcus
salivarius, isoladas da Malasia, com potencial probiotico. As estirpes possuem atividade
antimicrobiana variavel, sendo que a estirpe NU10 possui genes que codificam as
salivaricinas A e 9 e a estirpe YUZ10 possui genes que codificam salivaricinas A3, G32,
estreptina e sInA1l, proteina semelhante ao grupo dos lantibioticos. Ja a estirpe GT2 possui
genes que codificam uma grande bacteriocina ndo-lantibiotica (salivaricina-MPS). O
trabalho de Li e colaboradores (2014) detectou uma estirpe de Streptococcus iniae que
produz uma bacteriocina putativa com 101 residuos de aminoéacidos, o alinhamento com
uma lactococina 972 de Lactococcus lactis apresentou 35% de identidade. A bacteriocina
foi nomeada de Sil e andlise da técnica de imunoblot mostrou que a bacteriocina Sil foi
secretada por Streptococcus iniae no meio extracelular. A bacteriocina Sil recombinante
(rSil) inibiu o crescimento de Bacillus subtilis, mas ndo causou a morte e ao trata-la com
aquecimento a 50°C perdeu o efeito de inibicdo. Sendo assim, os autores afirmam que Sil

tem efeito bacteriostatico.
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Outro trabalho relacionado com o ambiente aquético é o trabalho de Migaw e
colaboradores (2014) que isolaram estirpes bacterianas de visceras de peixes do
Mediterraneo, sendo nove estirpes de bactérias acido lacticas com atividade
antimicrobiana, semelhante a bacteriocina, contra Listeria innocua. As estirpes foram
identificadas por meio do sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S, como: sete
estirpes pertencem a espécie Enterococcus durans; uma é Lactococcus lactis e uma é
Enterococcus faecium. Utilizando a técnica de PCR pode-se identificar o gene produtor
de nisina no genoma de L. lactis; em E. durans GM19 foram encontrados genes que
codificam enterocinas A e B; ja em E. faecium foram encontrados genes que codificam
enterocinas A, B e P. Foi realizada a técnica de espectrometria de massa por ionizacéo
eletropulverizacdo na bacteriocina purificada produzida pela estirpe E. durans GMT18 e
como resultado pode-se observar que a massa molecular exata foi de 6.316,89 Da, e esta
bacteriocina foi nomeada de durancina GMT18.

Nguyen e colaboradores (2014) afirmam que as bacteriocinas podem ser
encontradas em diversas espécies bacterianas, tanto as bactérias de ambiente terrestre
como também de ambiente aquatico. Os autores isolaram bactérias de animais marinhos
de interesse na aquicultura, para buscar bactérias com atividades antimicrobianas,
buscando a biodiversidade das bacteriocinas e futuras aplicagdes na aquicultura. Dentre
0s 100 isolados, 24 apresentaram atividades antimicrobianas e a identificacao das estirpes
foi realizada pelo uso do sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S. Foram
encontrados 0s géneros: Proteus, Providencia, Klebsiella, Alcaligenes, Bacillus e
Enterococcus. Sete isolados bacteriocinogénicos apresentaram um amplo espectro
antimicrobiano contra patdgenos de origens alimentares e animais, sendo sugerido o seu
uso como probi6ticos em alimentos, na aquicultura, na veterinaria e na clinica. Foi criada
uma preparacao probiotica da estirpe Bacillus pumilus B3.10.2B para ser utilizada em
lagostas juvenis (Panulirus ornatos) e outras trés estirpes: B. pumilus B3.10.2B, B. cereus
D9, Lactobacillus plantarum T13 foram adicionadas na alimentacéo de Panulirus ornatos
e foram desafiados contra o patogeno Vibrio owensii DY05. Como resultado, pode-se
observar que as lagostas juvenis tratadas com probiotico apresentaram maior crescimento
e aumentaram a taxa de sobrevivéncia ap0os o desafio com o patogeno.

Diante todas as citagdes anteriores, pode-se observar que na literatura ha relatos
de diversos géneros de bacterias que foram isolados de ambiente aquatico que séo capazes

de produzir substancias antimicrobianas, que podem inibir o crescimento ou matar outros
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géneros de bactérias, portanto, hd uma possibilidade de aplicacdo biotecnoldgica na area

de salde e industrial e também no meio ambiente que apresenta desequilibrio.

1.4.1 O género Aeromonas

O género Aeromonas € pertencente ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem  Aeromonadales e familia Aeromonadaceae,
compartilhando essa familia com os géneros Tolumonas e Oceanonimonas Gongalves
Pessoa et al., 2019. Na etimologia Aeromonas, “aer” do grego representa gas e “mona”
unidades, um termo usado para representar bactérias produtoras de gas, em 1936. Em
1943, foi utilizado para o género bacteriano, ja que é capaz de produzir gas a partir da
glicose (Gongalves Pessoa et al., 2019). O género Aeromonas é composto por 36 espécies
de bactérias (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020). As estirpes do género sdo anaerobicas
facultativas, de vida livre, ndo sdo formadoras de endosporos. Reduzem nitrito e nitrato,
oxidase e catalase positivo e sdo fermentadoras de glicose (Janda & Abbott, 2010;
Gongalves Pessoa et al., 2019; Fernandez-Bravo & Figueras, 2020; Gonzalez-Avila et
al., 2021).

Classificar estirpes do género Aeromonas a nivel de espécie, pelo uso de métodos
fenotipicos, ¢ uma tarefa dificil, j& que muitas vezes ndo se consegue identificar
corretamente algumas espécies que sdao muito semelhantes. Sendo assim, faz-se
necessaria a realizacdo de analises mais complexas, como por métodos moleculares. Para
este proposito € recomendado o uso de genes de manutencdo (Housekeeping Genes),
como os genes: gyrB e rpoD. Ou por meio de técnicas que analisem indices gendmicos,
como a avaliacdo da identidade média de nucleotideos, do inglés, Average Nucleotide
Identity (ANI) ou a hibridizagdo DNA-DNA in silico (DDH), sempre comparando-0s com
estirpes tipo (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020).

As estirpes do género Aeromonas sdo amplamente distribuidas em diversos
ambientes. Porém o ambiente nativo desse género € o aquatico, sendo assim, as estirpes
podem ser encontradas em todos 0s ambientes aquaticos, como lagos, rios e mares. Tém
sido isoladas tanto de dgua potavel como de esgoto (Janda & Abbott, 2010; Fernandez-
Bravo & Figueras, 2020; Gonzalez-Avila et al., 2021). Devido a grande capacidade
adaptativa, também podem ser isoladas de solos, plantas, aves, répteis e anfibios
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(Gongalves Pessoa et al., 2019). Como também, podem ser isoladas do trato
gastrointestinal de animais de sangue quente e frio e de alimentos como vegetais, leite e
carnes (Stratev & Odeyemi, 2016). A agua e os alimentos contaminados sdo importantes
veiculos de transmissdo destes microrganismos, causando doencas que estdo relacionadas
a casos de gastroenterite e outras infec¢fes (Kirov, 1993; Jung & Matthews, 2016). As
bactérias desse género sdo consideradas oportunistas, podendo causar infeccdes em
animais marinhos, como peixes que estdo sob condicdes de estresse e também podem
acometer humanos imunocomprometidos (Gongalves Pessoa et al., 2019). H& relatos de
estirpes que foram isoladas de coelhos, ces, gatos, galinhas e crustaceos com infecces.
Algumas das doencas que elas podem causar em animais sdo: furunculose, Ulceras e
hemorragias (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020; Gonzalez-Avila et al., 2021). As
espécies principais que podem causar infeccdes humanas sdo: A. dhakensis, A.
hydrophila, A. caviae e A. veronii, podendo causar feridas, diarreias, gastroenterite,
quando ndo tratado de forma correta, podem gerar septicemia (Gongalves Pessoa et al.,
2019).

Estirpes do género Aeromonas podem apresentar fatores de viruléncia, podendo
assim se aderir, colonizar e invadir a célula hospedeira. Possuem a capacidade de produzir
diversos compostos, como enzimas e toxinas (Gongalves Pessoa et al., 2019). Algumas
estirpes possuem a capacidade de resistir a alguns antimicrobianos, tendo em conta que
ja foram relatados mecanismos de resisténcias, como a produg¢ao das enzimas B-lactamase
e carbapenemase. Ja foram descritas classes de B-lactamases para o género: classe C
(cefalosporinase), classe D (penicilinase) e classe B (metalo-p-lactamase) (Gonzalez-
Avila et al., 2021). Alguns trabalhos mostram que as estirpes do género Aeromonas
produzem substancias antimicrobianas que podem ser utilizadas para o controle bioldgico
de outros géneros de bactérias. As estirpes do género Aeromonas também produzem
enzimas, como proteases, que podem apresentar um potencial biotecnoldgico (Khan et
al., 2008). Um trabalho realizado por Gibson (1998) reportou a produgdo de uma
substancia inibitoria semelhante a bacteriocinas, por Aeromonas media A199, com
atividade antagonista contra as estirpes testadas de Aeromonas caviae, A. hydrophila, A.
salmonicida, A. veronii v. sobria, Listonella anguillarum, Photobacterium damselae, oito

espécies do género Vibrio e Yersinia ruckeri.
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1.4.2 O género Acinetobacter

O género Acinetobacter é composto por 65 espécies bacterianas, caracterizadas
por serem cocobacilos, Gram-negativas, aerobios estritos, catalase positivo e oxidase
negativos, ndao sendo fermentativos, esporulantes, méveis e fastidiosos (Carvalheira,
Silva & Teixeira, 2021). Sdo encontrados em diversos ambientes, em animais e em
humanos (Matsunaga, 2012; Carvalheira, Silva & Teixeira, 2021). As estirpes do género
Acinetobacter podem sobreviver, por um longo periodo, no ambiente em superficies
secas, podendo chegar a meses (Matsunaga, 2012). A classificacdo taxondmica por
métodos moleculares pode ser realizada pelo uso da técnica multilocus sequence typing
(MLST) por meio do gene rrs que codifica o rRNA 16S, como também os genes de

manutencdo gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi e rpoD (lbrahim et al., 2021).

Existem estirpes patogénicas e ndo patogénicas, sendo a espécie Acinetobacter
baumannii classificada como pertencente ao grupo de bactérias conhecidas por sua
patogenicidade, nomeado de “ESKAPE” (Ibrahim et al., 2021; De Oliveira et al., 2020).
Dentre elas temos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Kilebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e algumas espécies de
Enterobacter (De Oliveira et al., 2020). A espécie Acinetobacter baumannii ja foi
relatada como causadora de surtos em hospitais, causando grande prejuizo na area da
salde. Algumas espécies sdo de importancia clinica, como as: A. calcoaceticus, A.
lactucae, A. nosocomialis, A. pittii e A. seifertii (Carvalheira, Silva & Teixeira, 2021).
Bactérias do género Acinetobacter sdo patdgenas emergentes que podem causar doencas
em humanos, como meningite, pneumonia e endocardite (Carvalheira, Silva & Teixeira,
2021). QOutros fatores de viruléncia utilizados por Acinetobacter baumannii séo: a adeséo,
formacao de biofilme e secrecdo de toxinas (Ibrahim et al., 2021). Além disso, algumas
estirpes do género Acinetobacter podem apresentar resisténcia a diversos antibidticos,
desenvolvendo multiplos mecanismos de resisténcia. Ha relatos de estirpes resistentes aos
antibioticos da classe de B-lactdmicos de amplo espectro, como: as carboxipenicilinas, as
cefalosporinas (3? geracéo) e os carbapenémicos. Além disso, também s@o capazes de

produzir enzimas que modificam aminoglicosideos (Ibrahim et al., 2021).
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Uma das espécies conhecidas por ndo serem patogénicas € a espécie
Acinetobacter baylyi ADP1 que é encontrada em solos, bastante conhecida por sua
diversidade metabolica, transformacdo natural e poder de recombinacdo (Santala &
Santala, 2021). Outro ponto importante, € que o género Acinetobacter foi reportado na
literatura como produtor de substancias antimicrobianas. A estirpe Acinetobacter
baumannii JE6 possui a capacidade de produzir bacteriocina que pode ser utilizada contra
0s patdgenos: Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhi ATCC 19214,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris e Bacillus cereus (Conceicdo et al., 2018).

1.5 - Ambientes de coleta: peixes de feira livre, Lagoa Rodrigo de Freitas e Rio S&o
Benedito

As bactérias utilizadas nos capitulos 2 e 3 desta tese, para fazer o screening e
sequenciamento gendmico, sdo oriundas de peixes e de ambiente aquéatico. Em relacdo as
bactérias oriundas de peixes foram isoladas de dois individuos da espécie Mugil
brasiliensis (nome popular: tainha) e trés individuos da espécie Caranx latus (nome
popular: xerelete) (Figura: 7), todos comprados em uma feira livre, localizada no bairro
Vila Isabel na cidade do Rio de Janeiro — RJ, Brasil (—22.910468, — 43.240857).

Mugil brasiliensis

(Nome popular: Tainha)

Figura 7: Peixes utilizados para o isolamento das bactérias do capitulo 2 e 3. Espécies:
Mugil brasiliensis e Caranx latus. Foto retirada de

https://indiabiodiversity.org/species/show/232794 e https://ncfishes.com/marine-fishes-

of-north-carolina/caranx-latus-2/. Data de acesso: 10/04/2023.
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As bactérias de ambiente aquatico utilizadas para o screening do capitulo 2 e 3
foram coletadas de amostras em seis pontos diferentes da Lagoa Rodrigo de Freitas.
Todas as etapas de coleta e isolamento foram realizadas anteriormente, pela equipe da
professora Dra. Angela Correa de Freitas-Almeida, UERJ/RJ.

A Lagoa Rodrigo de Freitas € uma lagoa costeira que esté localizada no estado do
Rio de Janeiro, Brasil (latitudes 43°11'09" N e 43°13'03" S e longitudes 022°57'02" E e
022° 58'09" W) (Figura 8). Esta situada proxima aos bairros: Gavea, Jardim Botanico,
Leblon, Ipanema e Copacabana, sendo um dos pontos turisticos mais populares do Rio
de Janeiro. Com uma éarea de 2,4 milhGes m2 é muito utilizada em competi¢des nauticas
(Magnani, 2004). Possui um ecossistema com caracteristicas lagunar estuarino e sofrem
impactos ambientais, como os impactos causados pelas moradias convencionais e sub
convencionais (comunidades carentes). O crescimento populacional acarreta no
aterramento das areas no entorno da lagoa, para gerar moradia. Um dos impactos causados
pela poluicdo é a mortandade de peixes e extingdo de espécies de flora e fauna antes
caracteristicas da area. Além disso, o impacto da urbanizacdo causa a insalubridade da
agua (Rodrigues, 2012). O sistema de coleta de esgoto funciona de forma independente,
porém devido a falta de manutencdo, operacdo e crescimento demografico ocorrem
sobrecargas no sistema que acabam desembocando na Lagoa Rodrigo de Freitas,
acarretando em mais poluicdo da lagoa (Soares et al., 2012). Existem projetos, como 0
do professor Dr. Mario Moscatelli, que visam minimizar os efeitos antropogénicos, como
0 projeto de revitalizagdo ambiental da Lagoa Rodrigo de Freitas que visa restaurar a
vegetacdo natural das margens da lagoa, por meio do plantio de vegetagdo de mangue
vermelho e branco (Moscatelli & Almeida, 1993; Aguas do Rio, 2021).
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Figura 8: Lagoa Rodrigo de Freitas, localizada no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foto

retirada de https://invexo.com.br/blog/quem-foi-rodrigo-de-freitas/. Data de acesso:
10/04/2023.

As amostras utilizadas no capitulo 4 foram coletadas de quatro pontos do Rio Séo
Benedito (Figura 9) e de quatro géneros de peixes: Serrasalmus rhombeus (nome popular:
piranha preta), Cicla mirinae (nome popular: tucunaré de fogo), Zungaro Zungaro (nome
popular: jad) e Hydrolycus scomberoides (nome popular: cachorra) (Figura 10). Todos

caracteristicos do Rio Sdo Benedito.

O Rio Séo Benedito é um rio localizado no estado do Para, no centro-norte do
Brasil (09°05°39°°S - 55°42°55°°W), tendo como bioma o encontro do Cerrado e da regiao
Amazénica. Sendo assim é cercado pela maior floresta tropical do planeta (Dahiti, 2023).
Tem como foz o Rio Sdo Manuel e é afluente do Rio Teles Pires. Em 2001, o Rio Séo
Benedito tornou-se uma das primeiras areas de pratica de pesca esportiva, denominada
Reserva Estadual de Pesca Esportiva Rio Sdo Azul/Rio Séo Benedito, tendo como
objetivo o lazer, sendo necessario devolver 0s peixes ao seu habitat natural. Existe uma
grande diversidade de peixes na regido, conhecidos popularmente por: cachorras, bicuda,
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jaus, pacu-borracha, trairas, jacundas, piranhas e tucunarés-fogo. Existem diversas
reservas no entorno do rio, como a Reserva dos indios Kayabi, o Parque Estadual do
Cristalino e a Reserva da Aerondutica da Serra do Cachimbo. Essas reservas auxiliam na
conservacao da biodiversidade endémica, como a dos peixes, das aves e dos vegetais
(Par& Turismo, 2018). Um afluente do Rio S&o Benedito é o Rio Azul, também conhecido
como “Blue Lagoon”, este rio, em alta temporada chuvosa, apresenta-se com grande
volume e a coloracdo das aguas em tom cha. Ja em épocas de seca, as corredeiras ficam
mais desafiadoras e a coloracdo da agua passa a ser cristalina. A figura 9 representa um
mapa com a localiza¢do do Rio S&o Benedito e do Rio Azul.
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Figura 9: Mapa da localizacdo do Rio Sdo Benedito, localizado no estado do Para. Foto

retirada de https://www.agenciapara.com.br/noticia/32350/governo-do-estado-cria-

refugio-de-vida-silvestre-rios-sao-benedito-e-azul. Data de acesso: 10/04/2023.
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Hydrolycus scomberoides
Serrasalmus rhombeus (Nome popular: Cachorra)

(Nome popular: Piranha preta)

\ AT
L T —— . Cichla mirinae

(Nome popular: Tucunaré de fogo)

(Nome popular: Jau)

Figura 10: Peixes popularmente encontrados no Rio Séo Benedito e selecionados para a

coleta. Fotos dos peixes retirada de https://myaquarium.com.br/peixes/peixes-de-agua-

doce/piranha-preta-serrasalmus-rhombeus/, https://www.sinopenergia.com.br/aquario/,
https://www.flickr.com/photos/fabiomanfredini/6982427080,
http://seqgredodapesca.blogspot.com/2015/02/. Data de acesso: 10/04/2023.

1.6 - A era das Omicas

Existem diversas linhas de pesquisas que podem inserir as abordagens 6micas
para facilitar e chegar em resultados de uma forma mais rapida. A bioprospeccao de
microrganismos para detectar a producdo de novas substancias antimicrobianas, se
encontra atualmente em um novo patamar, devido aos avancos da tecnologia de
sequenciamento. H& uma grande quantidade de dados gendmicos, metabolémicos e
transcriptomicos, fornecendo uma oportunidade de fazer essa triagem de forma mais
rapida e precisa (Tracanna et al., 2017). Hoje, é uma pratica comum sequenciar genomas
bacterianos para descobrir novas substancias promissoras. As tecnologias de

sequenciamento de genoma reduziram o0 tempo gasto em metodos tradicionais de
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bioprospecc¢éo, permitindo, por exemplo, que os cientistas rastreiem massivamente novas
substancias putativas (Egan et al., 2018).

Durante anos, a ciéncia vem buscando novos compostos capazes de atuar contra
as bactérias multirresistentes, porém diversas pesquisas ndo chegaram a um resultado
promissor. Atualmente, ao explorar ambientes novos, as ferramentas para mineragéo de
genomas contribuem para a descoberta de novos compostos (Hutchings, Truman &
Wilkinson, 2019).

1.6.1 GenOmica

A era genbmica iniciou-se gracas a potencializacdo da genética molecular por
meio de avangos em biologia molecular, sequenciamento e bioinformatica. A histéria
comeca em 1953, quando a estrutura da molécula de DNA foi descrita por Watson e
Crick, mostrando as ligacGes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, na qual a base
nitrogenada Adenina (A) liga-se com a Timina (T) e as bases nitrogenadas Guanina (G)
liga-se com Citosina (C) (Watson & Crick, 1953; Christoff, 2017). Este feito foi muito
importante, pois conhecer a sequéncia em que esses nucleotideos se organizam foi
fundamental para o surgimento das primeiras tecnologias de sequenciamento e
consequentemente o inicio do estudo da genémica, entre os anos de 1970-1980 (Christoff,
2017). Inicialmente os métodos eram de degradagdo quimica, o qual marcavam o DNA
de interesse, fragmentavam com reagentes quimicos para ler em gel de poliacrilamida
(Maxam & Gilbert, 1977), esse método descrito por Maxam-Gilbert, era capaz de
sequenciar apenas alguns nucleotideos por vez (Goodwin, McPherson & McCombie,
2016).

Outra técnica foi desenvolvida por Sanger e Coulson, na qual era baseada em
reacOes enziméticas (DNA polimerase), utilizando marcadores radioativos (Doblas &
Louro, 2021; Heather & Chain, 2016). Apos, Sanger conseguiu aperfeicoar sua técnica e
criou 0 método de terminacédo de cadeia por dideoxinucleotideos, ou método de Sanger
(Sanger et al., 1977), dando inicio a era do sequenciamento de primeira geracéo acelerada
pelo uso de Taqg Polimerase e PCR (Doblas & Louro, 2021; Heather & Chain, 2016).
Neste tempo houve muitos ganhos e avang¢os como o inicio do projeto Genoma Humano
na decada de 90.

O método de Frederik Sanger (1977), conhecido por método de terminagédo de
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cadeia, € eficaz para sequéncias de 500 - 900 pb. Algumas das aplicabilidades séo:
sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA, plasmideos bacterianos e amplificacédo
de DNA por reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain
reaction). O primeiro sequenciador automético foi o ABI 370, lancado em 1986.
Posteriormente, foi lancado o ABI 3700 em 1998. Como era muito caro e trabalhoso
realizar grandes projetos com essa técnica, logo foram descritas novas técnicas (Goodwin,
McPherson & McCombie, 2016).

Inicialmente as técnicas eram voltadas para o estudo de fragmentos pequenos,
com o passar do tempo e avancgo das tecnologias e conhecimento quimico das moléculas,
foi possivel iniciar o sequenciamento de DNA em larga escala (Christoff, 2017). Com
qual foi possivel automatizar as técnicas de PCR e de Sanger e de sequenciamento por
meio da técnica, do inglés, Shotgun Sequencing (Doblas & Louro, 2021). Algumas
plataformas de sequenciamento de nova geracao sao listadas na Tabela 2.

O Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS, do inglés, Next-Generation
Sequencing), também conhecido por Sequenciamento Massivo em Paralelo (do inglés,
Massively Parallel Sequencing) ou Sequenciamento de Alta Performance (do inglés,
High-throughput Sequencing) sdo termos utilizados para designar o sequenciamento com
as novas tecnologias que geram um grande volume de dados em comparacdo com a
metodologia antiga de Sanger (Goodwin, McPherson & McCombie, 2016; Christoff,
2017). Essas novas técnicas permitem o sequenciamento do DNA ou RNA de uma forma
automatizada, com processamento paralelo massivo dos fragmentos e com alto
rendimento. Sendo uma maneira rapida e mais barata do que o método de Sanger. O NGS
faz o sequenciamento de fragmentos curtos do DNA, geralmente de 50 - 300 nucleotideos,
podendo processar até bilhdes de fragmentos ao mesmo tempo, antes s era possivel ler
96 fragmentos por vez (Goodwin, McPherson & McCombie, 2016).

73



Tabela 2: Tipos de sequenciamento gendmico em larga escala NGS segunda e terceira

geracao.

NGS Nome

Tipo de
Sequenciamento

Metodologia

Tamanho da Quantidade
sequéncia de
Leituras

2° Geragdo  Roche / 454

SOLID

lon Torrent

Illumina

3° Geragdo PacBio-
Pacific
Biosciences

Nanopore
(Oxford)

Pirosequenciame
nto

Sequenciamento
por ligacdo

Semicondutores
de lons

Sequenciamento
por sintese

Sequenciamento
de moléculas
Unicas

Deteccdo de pirofosfato liberado durante
a incorporacdo de um nucleotideo na fita
de DNA recém-sintetizada.

Por meio da incompatibilidade da DNA
ligase, é possivel identificar a sequéncia
do nucleotideo, usando-se quatro
corantes, que identificam as 16
possibilidades de combinacfes de dois
nucleotideos, e  diversas  sondas
modificadas. A combinacdo de
nucleotideos fica em uma ponta da sonda
e o fluoréforo fica na outra ponta. Ao
ocorrer 0 anelamento na sequéncia de
DNA, o sinal luminoso ¢ identificado,
descobrindo assim os nucleotideos.

Detecta o nucleotideo por meio de ions de
hidrogénio, quando a dNTP &
incorporada, os ions H+ liberados,
alteram o pH do ambiente e formam uma
alta voltagem positiva, assim 0
dispositivo consegue detecta-lo.

O processo identifica simultaneamente os
nucleotideos enquanto o0s incorpora em
uma cadeia de acido nucléico.

O DNA ¢é fragmentado e fixado na flow-
cell, pelo pareamento com os adaptadores
(DNA complementares). Entdo ocorre a
amplificagcdo, dando origem aos clusters
(fita simples). Esses clusters ddo origem
ao sequenciamento, por meio da enzima
DNA polimerase.

Utilizam a mudanga nas propriedades
elétricas do DNA, o qual se transloca em
canais. Ao final do canal, a plataforma
identifica a base do nucleotideo correta

600 - 1000 0.1M-1M
pb

50-75 pb 700 M-1.4B

200-600pb 0.1M - 80M

36-300pb 14 M- 4B

8-20 Kb 0.05-0.35 M

200 Kb >100 M

A linha cronolégica dos avancos das tecnologias de sequenciamento, como 0s

estudos quimicos das moléculas de DNA, pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11: Apresentacdo cronoldgica das tecnologias de sequenciamento de DNA e
avancos no estudo da biologia molecular. Figura retirada do livro: Marcadores

Moleculares na Era Gendmica: Metodologias e Aplicacbes, Capitulo 2 (Christoff, 2017).

Devido ao progresso da tecnologia de sequenciamento de DNA, cerca de 6.330
genomas completos foram publicados no Genome Online Database (GOLD). Com a alta
quantidade de montagem, a busca por substancias antimicrobianas por meio de
ferramentas de bioinformatica para a mineracdo de genoma vem sendo muito utilizada.
As ferramentas foram aprimoradas e alguns estudos se concentraram nas vias: NRPS,
PKS ou NRPS-PKS hibridas, devido essas possuirem um tamanho grande e motifs
repetitivos, sendo mais faceis de serem identificados. A ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) ¢ bastante utilizada para a mineragcdo de genoma, mas
alguns programas especificos foram implementados, como: NapDos e AntiSMASH
(Desriac et al., 2013).

Os microrganismos podem possuir diversos agrupamentos de genes biosintéticos

(BGCs) que codificam para a biossintese de moléculas, porém nem todos resultam em
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produtos naturais com atividade, sendo necessaria a implementacdo de novas abordagens
para minerar produtos naturais com atividade antimicrobiana. Buscar BGC em bactérias
€ uma pesquisa promissora para encontrar novas substancias antimicrobianas, existem
ferramentas capazes de fazer essa identificagdo. Algumas ferramentas conhecidas séo:
AntiSMASH (Weber et al. 2015), BAGEL3 (Van Heel et al. 2013) e PRISM (Skinnider
et al. 2016) normalmente baseando-se em propriedades compartilhadas entre as diversas
vias biossintéticas (Tracanna et al., 2017). Um exemplo citado no trabalho de Tracanna e
colaboradores (2017) foi a enzima de modificagdo para producédo de lantipeptideos que é

bem conservada, podendo ser utilizada como assinatura na mineragéo de genomas.

1.6.2 Metagenémica

Devido ao melhoramento e avangos nas tecnologias de sequenciamento o estudo de
microbiomas, pelo uso do sequenciamento, vem crescendo. As metodologias, programas
e bancos de dados estdo aperfeicoando-se para atender melhor os objetivos das pesquisas,
ja que os sequenciamentos de metagenomas geram uma grande quantidade de dados a
serem processados, necessitando um alto poder computacional. Os programas visam
minimizar o uso de memoria e requisito de processamento. O estudo de microbiomas pelo
sequenciamento do metagenoma ajudou a explorar novos microrganismos, 0s quais ndo
poderiamos conhecer com 0s métodos iniciais de estudo, a taxonomia tradicional
(Breitwieser et al., 2019).

O estudo do microbioma possui duas aplicabilidades, o estudo da biodiversidade
pelas técnicas de metataxonomia e a investigacdo de propriedades funcionais de cada
metagenoma. A metataxonomia baseia-se no sequenciamento dos genes marcadores,
como 0s RNA ribossomais (16S e 18S), que sdo conservados entre os tdxons e presentes
em todos os organismos da amostra de estudo, ou de estudos de filogenia envolvendo o
genoma completo, a filogenbmica. Como também, pode-se analisar 0s microbiomas
através da abordagem de metagenoma, na qual sequenciam todos 0s genomas presentes
no pool da amostra, podendo muitas vezes separa-los para estudar funcionalmente os
individuos. Marchesi e Ravel séo os pesquisadores responsaveis por classificar as duas
formas de estudo do microbioma, no passado ambas as analises eram classificadas como
metagenoma (Marchesi & Ravel, 2015). Uma outra abordagem metodoldgica é a
metatranscriptdmica que atua sequenciado todas as moléculas de RNA, criando um perfil
de todos 0s genes ativos que sdo transcritos na amostra (Breitwieser et al., 2019).
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A metagendmica analisa 0s genomas contidos em uma amostra ambiental. Por
meio dela, pode ser observada além da diversidade microbiana contida no ambiente, como
também, a composicdo funcional dos genes contidos nessa amostra. Sendo assim, fornece
uma visdo mais completa do que apenas as classifica¢oes filogenéticas, como as analises
de metataxonomia (Thomas, Gilbert & Meyer, 2012). Dentro de cada ecossistema, como
o solo, animais, plantas, amostras de agua existe uma comunidade de microrganismos que
possuem um potencial metabolico. Estudar esse microbioma é importante para
compreender os diferentes BGCs produzidos, que podem codificar produtos com
atividade antimicrobiana. Sendo assim, a metagenémica é fundamental para tracar um
perfil desses compostos nas diferentes comunidades e suas abundancias. Pelo uso das
analises de metagendmicas ha a possibilidade de criar hipdteses de possiveis aplicacdes
e funcionalidades que os microrganismos podem exercer (Thomas, Gilbert & Meyer,
2012).

As etapas da analise de metagenomas sdo: extrair o DNA total da amostra e
sequenciar todo 0 DNA extraido, o metagenoma. Apds, é realizada a anélise de qualidade
das sequéncias brutas e faz-se o corte de qualidade. Em relacdo a montagem, deve-se
montar organizando as sequéncias, 0s contigs, e entdo agrupa-los em bins, que sdo 0s
genomas de cada espécie contido na amostra. Depois, é realizada a anotagdo funcional e
as andlises estatisticas (Thomas, Gilbert & Meyer, 2012).

O DNA deve ser extraido de forma a representar todas as células compostas na
amostra, como também deve ser extraida quantidade suficiente e em alta qualidade para
assim, iniciar a etapa de preparo da biblioteca e sequenciamento metagenémico. Deve-
se garantir a retirada do material genético do hospedeiro, caso a amostra seja oriunda de
algum, fazendo a lise seletiva ou fracionamento. Em alguns casos pode-se fazer o
fracionamento fisico, quando se quer analisar apenas uma parte da comunidade. Alguns
tipos de amostras, como biopsias e aguas subterraneas, geram quantidades pequenas de
DNA, sendo necessaria a amplificacdo do material genético, para assim, realizar o
sequenciamento gendémico (Thomas, Gilbert & Meyer, 2012).

Em relacdo a classificacdo funcional dos genes, o banco de dados do inglés
Clusters of Orthologous Genes (COG) (Galperin et al., 2021) é muito utilizado, podendo
unificar a anotacdo do genoma em grupos de organismos relacionados; detectar a
presenca e auséncia de genes no genoma completo; verificar vizinhanga gendmica,

permitindo descobrir novos sistemas funcionais; verificar vias metabolicas e enzimas;

77



comparar organismos pela categorizacdo funcional (COG) e também pode priorizar alvos
para fazer a caracterizacdo tanto estrutural, como funcional (Galperin et al., 2021). O
banco de dados teve inicio em 1997, conta aproximadamente com os genomas completos
de 1.187 bactérias e 122 Archaea, que podem mapear em torno de 1.234 géneros. Ele lista
as proteinas em grupos por vias e sistemas funcionais. Como: A= processamento e
modificacdo do RNA; B= estrutura e dinamica da cromatina; C= producédo e conversao

de energia, entre outras.

Fazer a classificagdo taxondmica de todos 0s organismos presentes em uma
amostra € dificil, como também ha microrganismos ndo cultivaveis. Sendo assim, a
técnica de sequenciamento metagenémico, permite a deteccao dos microrganismos que
compdem uma amostra, de forma rapida. Uma das aplicacdes que estd sendo
implementada com essa tecnologia € a capacidade de melhorar o diagndstico clinico (Ye
etal., 2019). Por ser uma técnica que faz o sequenciamento de todos os genomas contidos
em uma amostra, ha um desafio computacional para fazer a classificacdo taxonémica de
todos os organismos. O primeiro desafio é fazer a classificagho em uma grande
quantidade de sequéncias curtas geradas pelo sequenciador, em torno de 50 a 200
nucleotideos. Em segundo, esse desafio € intensificado pelo crescimento exponencial de
genomas sequenciados, aumentando o numero de sequéncias para serem comparadas.
Mesmo a ferramenta BLAST, sendo um método sensivel para realizar alinhamento contra
bancos de dados gendmicos é muito custosa computacionalmente, tornando inviavel a
busca nos milhdes de leituras geradas pelo sequenciamento metagendmico (Ye et al.,
2019). Existem ferramentas que classificam taxonomicamente e estimam o perfil de
abundéancia de taxons, chamadas de classificadores. Para escolher a ferramenta, deve-se
verificar entre elas, quais as melhores abordagens para o conjunto de dados de estudo,
como também verificar a que tem a melhor precisdo na classificacdo taxondmica, a
ferramenta que tem o melhor desempenho na velocidade e os requisitos computacionais
que elas necessitam (Ye et al., 2019).

Existem as classificagdes de binning taxondmico e perfil taxondmico. O perfil
taxondbmico apresenta a abundéncia relativa dos taxons, ja as analises de binning
taxondmicos, fornecem a classificacdo de leituras individuais. Um perfil taxondmico
pode ser criado pela categorizagédo, contabilizando a classificacdo das leituras individuais.
Os classificadores geram atribuicbes por meio de novas abordagens algoritmicas,

permitindo rapidez e desempenho em classificar inimeras leituras (Ye et al., 2019). Para
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as analises com genomas completos, o banco de dados RefSeq é um dos mais completos
para espécies microbianas. A base de dados do BLAST, nucleotideo (nt) e ndo redundante
(nr), também possuem sequéncias de alta qualidade (~ 50-200 milhdes). O banco de dados
SILVA, também oferece uma grande quantidade de sequéncias do gene que codifica o
rRNA 16S (~2 milhdes). Genbank também oferece uma grande quantidade de genomas,

porém com controle de qualidade inferior (Ye et al., 2019).
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JUSTIFICATIVA

A busca incansavel por novos medicamentos capazes de matar ou inibir o
crescimento de bactérias patogénicas multirresistentes € um grande desafio nas industrias
farmacéuticas. Anualmente 23 mil pessoas morrem devido a infec¢bes causadas por
bactérias multirresistentes nos Estados Unidos. Ja no mundo, esse nimero pode chegar a
700 mil mortes por ano. Atualmente este problema afeta os individuos da sociedade mais
vulnerdveis, por ndo terem recursos e conhecimento sobre o uso correto dos antibidticos
(Hemeg, 2017; Ayukekbong, Ntemgwa & Atabe, 2017). A criacdo de antibioticos
sintéticos, como também a busca por barreiras para evitar os mecanismos de resisténcia
das bactérias, vem sendo uma grande corrida para os pesquisadores. Buscar alternativas
a esses antibioticos € um novo caminho que ajudard a minimizar o problema da resisténcia
e adicionar um novo produto no mercado sera de grande beneficio tanto para a sociedade,
que irdo diminuir o nimero de mortes causadas por infec¢es por bactérias patogénicas
resistentes, como também para as indudstrias que conseguirem produzir e adicionar no
mercado essas novas substancias. As bactérias sdo grandes produtoras de metab6litos com
atividade antimicrobiana, este trabalho anseia buscar essas novas substancias. Sendo
assim, a proposta desta pesquisa é buscar solu¢es para um grande problema de salude
publica. Novas substancias com baixo custo de producéo e alta eficiéncia é o esperado
para minimizar esse grande problema atual. O uso de metodologias atuais da biologia
molecular, pelo uso da genébmica e metagenémica, fazem com que haja um avanco nas
pesquisas em um tempo menor do que levaria buscando apenas com 0s métodos
tradicionais de analises na bancada. Sendo assim, esse tipo de pesquisa tem um futuro
promissor para busca de novas substancias (Egan et al., 2018). Para realizar esse trabalho,
deu-se preferéncia ao ambiente aquatico, por ser menos explorado e ter uma grande
biodiversidade, possibilitando a descoberta de novas substancias capazes de inibir o

crescimento de outras estirpes bacterianas patogénicas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Baseado nos resultados de Silva (2018) nossa hipotese central foi que o ambiente
aquatico seja propicio para a bioprospeccdo de novas bacteriocinas e que 0S peixes,
naturalmente, concentrariam bactérias de interesse biotecnoldgico. Para testar esta
hipotese decidimos isolar as estirpes bacterianas oriundas de agua e peixes para avaliar a
atividade antagbnica contra bactérias patogénicas, como também analisar os genomas e
metagenomas (MAG) para inferir a origem da atividade e avaliar a biodiversidade
microbiana presente nos peixes e na agua de rios. Além de analisar mais profundamente

0s genomas do trabalho realizado em Silva (2018).

Objetivos especificos

e Analisar de uma forma mais profunda o genoma da estirpe AE59-TE2 produtora
de substancia antimicrobiana contra diversas bactérias patogénicas;

e Fazer aidentificacdo molecular da estirpe AE5S9-TEZ2;

e Detectar 0s genes que possam estar envolvidos na producdo de substancias
antimicrobianas no genoma da estirpe AE59-TEZ2;

e In silico, montar os genomas da amostra 38-XC4 pelo uso da técnica de
Metagenome assembled genome (MAG) e binning;

e Buscar 0s genes que estejam relacionados a producdo de substancias
antimicrobianas nos dois MAGs da cultura mista 38-XC4;

e Coletar amostras dos peixes das espécies Serrasalmus rhombeus, Cichla mirinae,
Zungaro zungaro e Hydrolycus scomberoides habitantes do Rio Sdo Benedito no
estado do Para- Brasil;

e Isolar as bactérias presentes nas amostras dos peixes da espécie Serrasalmus
rhombeus;

e Detectar dentre as estirpes bacterianas isoladas dos peixes do Rio S&o Benedito,
as produtoras de substancias antimicrobianas com atividade contra bactérias

potencialmente patogénicas e multirresistentes;
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Analisar 0os metagenomas das amostras oriundas da agua e dos peixes da espécie

Serrasalmus rhombeus;

Buscar genes relacionados com a producdo de substancias antimicrobianas nos
metagenomas;

Comparar as bactérias isoladas produtoras de substancias antimicrobianas com os

resultados obtidos por meio das analises in silico dos metagenomas.
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ORGANIZACAO DOS CAPITULOS

Os capitulos foram divididos dentro das 3 grandes areas da tese.

e Capitulo 1: Esté presente a introducdo, justificativa e objetivos

e Capitulo 2: E a apresentacio das anéalises gendmicas da estirpe AE59-TE2,
na qual foi publicada em forma de artigo de pesquisa na revista life - MDPI,
com o titulo: “Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly
Antagonistic towards Multidrug-Resistant Human Pathogens, What

Does Its Genome Tell Us?”

e Capitulo 3: E a apresentacdo da Analise da cultura mista 38-XC4 que foi
separada in silico com a técnica Metagenome assembled Genome (MAG), o
artigo de pesquisa estd em preparagdo, com o titulo: “Metagenome
Assembled Genome (MAG) of 38-XC4 a mixed-culture isolated from
Caranx latus, (Xerelete) that is highly antagonistic towards human

pathogens”.
e Capitulo 4: Bioprospeccao de bacteriocinas em amostras de agua e de peixes

da espécie Serrasalmus rhombeus (home popular: piranha preta) do Rio S&o

Benedito, Para.
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Capitulo 2

Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly
Antagonistic towards Multidrug-Resistant Human

Pathogens, What Does Its Genome Tell Us?
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CAPITULO 2

Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly Antagonistic towards
Multidrug-Resistant Human Pathogens, What Does Its Genome Tell Us?
Link: Aeromonas allosaccharophila Strain  AE59-TE2 Is Highly Antagonistic towards

Multidrug-Resistant Human Pathogens, What Does Its Genome Tell Us? - PMC (nih.gov).

2.1 - Introducéo

Neste capitulo foi apresentada a histdria da bactéria Aeromonas allosaccharophila
estirpe  AE59-TE2 oriunda do peixe da espécie Mugil brasiliensis conhecido
popularmente como tainha coletado em feira-livre. Esta estirpe apresenta atividade
antimicrobiana contra diversas bactérias patogénicas, como: K. pneumoniae (KPC,
ESBL, 19ae ATCC 13883), E. coli e E. coli ESBL, E. cloacae NDM, A. baumannii, S.
typhimurium ATCC 14028, S. aureus (ATCC 6538, HIV 86a e HIV 87a), E. faecalis 5ae
e P. aeruginosa.

Os materiais e métodos estdo apresentados em portugués e os resultados e
discussao estdo apresentados na forma de artigo, o qual ja foi publicado como artigo de
pesquisa na revista life - MDPI, com o titulo: “Aderomonas allosaccharophila Strain
AES59-TE2 Is Highly Antagonistic towards Multidrug-Resistant Human Pathogens, What
Does Its Genome Tell Us?”

2.2 — Material e Métodos
A figura 13 ilustra a metodologia utilizada no capitulo 2, o qual é analisado o

genoma da estirpe AE59-TE2.
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CAPITULO 2: GENOMICA DA ESTIRPE AE59-TE2
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Figura 13: Esquema do Material e métodos do capitulo 2: “Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly Antagonistic towards Multidrug-Resistant Human

Pathogens, What Does Its Genome Tell Us?”. Figura feita com 0s programas: BioRender e Canva.
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2.2.1 Bactéria de estudo, atividade antimicrobiana e espectro de acao

As bactérias sdo oriundas da colecdo de cultura do Laboratdrio de Genética de
Microrganismos Associados a Alimentos e a Industria (LGMAI), coletadas pelas
professoras Dra. Selma Soares de Oliveira, Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) e Dra. Angela C. de Freitas Almeida, Universidade Estadual do Rio de Janeiro
(UERJ).

Dentre as 57 bacteérias isoladas de branquias, escamas e anus de peixes de feira
livre e da Lagoa Rodrigo de Freitas, 38 apresentaram atividade antimicrobiana contra
estirpes patogénicas. A estirpe selecionada para realizar o sequenciamento gendmico foi
a estirpe AE59-TE2 isolada de peixe da espécie Mugil brasiliensis, conhecida
popularmente como "tainha", coletado de feira-livre localizada no bairro Vila Isabel,
cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil (-22.910468, -43.240857). As 57 bactérias isoladas
foram testadas contra Klebsiella pneumoniae KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), K. pneumoniae ESBL (produtora de B-lactamase de espectro estendido),
K. pneumoniae ATCC 13883, Escherichia coli ESBL, Enterobacter cloacae NDM (New
Delhi Metalo-beta-lactamase), Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa e P. aeruginosa SPM (S&o Paulo Metalo-beta-
lactamase) do Laboratorio de Investigacdo Médica; E. coli, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e P. aeruginosa ATCC 15422 do Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos e K.
pneumoniae 19ae, Enterococcus faecalis 5ae, S. aureus HIV 86a e S. aureus HIV 87a do
Laboratdrio de Infeccdo Nosocomial por meio dos métodos de ensaio de difusdo de poco
de &gar (Tagg & McGiven, 1971) e pelo método do cloroférmio (Giambiagi-Marval et
al., 1990). Os resultados foram apresentados na forma de cluster hierarquico pelo uso da
ferramenta GenePattern v2.0 (Reich et al., 2006).

2.2.2 Extracgédo de DNA e sequenciamento

A estirpe AE59-TE2 teve 0 seu DNA extraido pelo método CTAB (Ausubel et
al., 1997). O sequenciamento foi realizado com a plataforma Illumina Miseq (Rio de
Janeiro, Brasil), foi utilizado aproximadamente 1 g de gDNA para construir a biblioteca
paired-end (2 X 300 pb) com o kit de preparacdo de amostras de DNA Nextera XT
(Ilumina, SanDiego, CA, EUA).
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2.2.3 Processamento de dados e montagem do genoma da estirpe AE59-TE2

Os dados gerados pelo sequenciamento foram avaliados pela ferramenta FastQC
v0.11.9 (Andrews, 2010). O controle de qualidade foi realizado pela ferramenta
Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014), removendo os adaptadores, bases com baixa
qualidade, bases indefinidas (N) e leituras pequenas (<36 bp). O valor do corte de
qualidade foi de (>Q30). O genoma foi montado com a associacao da técnica De Novo
através da ferramenta SPAdes v3.10.1 (Bankevich et al., 2012) e com a técnica de
mapeamento de contigs contra genomas de referéncia com a ferramenta MeDuSa v.1.6
(Bosi et al., 2015), na qual os contigs foram ordenados e alinhados usando 6 genomas
completos de Aeromonas veronii (Tabela 3). A espécie Aeromonas veronii foi
selecionada por ser a espécie mais proxima e com 0S genomas mais completos
depositados no NCBI. Para avaliar a qualidade da montagem, as leituras filtradas foram
alinhadas aos scaffolds AE59-TE2 usando BWA v0.7.75a (Li & Durbin, 2010) e as
estatisticas foram obtidas com Qualimap v2.2.1 (Okonechnikov et al., 2016). CheckM
v1.4.0 (Parks et al., 2014) foi usado para verificar a integridade e contaminagdo do
genoma. A ferramenta QUAST v.5.0.2 (Gurevich et al., 2013) foi usada para verificar a
qualidade do genoma. A biblioteca sequenciada AE59-TE2 e a montagem final do
genoma foram depositadas no banco de dados NCBI sob os nimeros de acesso BioSample
SAMNO08436981.

Tabela 3: Genomas completos de referéncia da espécie Aeromonas veronii, obtidos no
banco de dados NCBI e usados na montagem do genoma da estirpe Aeromonas
allosaccharophila AE59 pela plataforma MeDuSa v.1.3.

Genomas de referéncia de Aeromonas veronii

Organismo Estirpe Acesso Tamanho (MB) GC (%)  Genes
A. veronii AVNIH1 GCA 001634325.1 4.95506 58.48 4616
A. veronii THO0426 GCA_001593245.1 4.92301 58.30 4602
A. veronii CB51 GCA_001634345.1 4.5841 58.60 4247
A. veronii X11 GCA_002803925.1 4.28329 58.80 3900
A. veronii X12 GCA_002803945.1 4.77319 58.30 4440
A. veronii B565 GCA_000204115.1 455178 58.70 4199
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2.2.4 ldentificacdo taxonémica da estirpe AE59-TE2

Vérios métodos foram usados para identificagdo da estirpe a nivel de espécies.
Como identificacdo preliminar, foi realizada a analise do gene que codifica o rRNA 16S,
por meio do servidor BLAST v.2.12.0, ultima atualizagdo 03/11/2020 (Altschul et al.,
1990). Como as andlises de RNAr 16S ndo sdo padrdo-ouro para identificacao a nivel de
espécie para o género Aeromonas, foram realizadas analises complementares: DDH in
silico, ANI e MLSA.

Apos, 0 genoma completo foi utilizado para realizar a anélise Hibridizacdo DNA-
DNA (DDH) in silico, usando o servidor Genome-to-Genome Distance Calculator
(GGDC) v2.1 (Auch et al., 2010; Meier-kolthoff et al., 2013) com 33 estirpes tipo do
género  Aeromonas obtidas no banco de dados EZBio  Cloud

(https://www.ezbiocloud.net/) apresentadas na Tabela 4. O valor de corte para essa

analise foi de 70% de similaridade.

Tabela 4: Tabela com as estirpes oriundas do EZBio Cloud utilizadas na anélise DNA-
DNA in silico da ferramenta GGDC.

Aeromonas espécie Estirpe
Aeromonas allosaccharophila CECT 4199
Aeromonas aquatica AE235
Aeromonas australiensis CECT 8023
Aeromonas bestiarum CECT 4227
Aeromonas bivalvium CECT 7113
Aeromonas caviae CECT 838
Aeromonas dhakensis CIP 107500
Aeromonas diversa ATCC 43946
Aeromonas encheleia LMG 16331
Aeromonas enteropelogenes CECT 4487
Aeromonas eucrenophila CECT 4224
Aeromonas finlandensis 4287D
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Continuacéo da tabela 4

Aeromonas espécie Estirpe
Aeromonas fluvialis LMG 24681
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966
Aeromonas hydrophila subsp. Ranae LMG 19707
Aeromonas jandaei CECT 4228
Aeromonas lacus AE122
Aeromonas media CECT 4232
Aeromonas molluscorum 848
Aeromonas piscicola LMG 24783
Aeromonas popoffii CIP 105493
Aeromonas rivuli DSM 22539
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658
Aeromonas sanarellii LMG 24682
Aeromonas schubertii CECT 4240
Aeromonas simiae IBS S6874
Aeromonas sobria ATCC 43979
Aeromonas taiwanensis LMG 24683
Aeromonas tecta CECT 7082
Aeromonas veronii CECT 4257

Outras analises foram empregadas, pelo uso do servidor JSpeciesWS v3.8.3,
foram: avaliacdo da identidade media de nucleotideos, do inglés, Average Nucleotide
Identity (ANI) v3.8.3 e correlagdo de tetranucleotideo, do inglés, Tetra Correlation
Search (TCS) v3.8.3 usando o0 genoma AE59-TE2 contra o banco de dados do préprio
servidor (Richter et al., 2016).

Para uma analise mais robusta da classificacdo taxonémica, a técnica de
multilocus sequence analysis (MLSA) foi empregada. Para isso, foi pesquisado na

literatura os genes de manutencdo (HK, do inglés Housekeeping genes) utilizados para o
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género Aeromonas. Dentre eles foram utilizados: recA, gyrB, gltA, metG, groL e 16S
rRNA (Colston et al., 2014). As estirpes utilizadas para gerar a arvore filogenética estao
apresentadas na Tabela 5. Como grupo externo para enraizar a arvore, foi utilizado o
genoma Oceanimonas doudoroffi ATCC 27123. Todos os genomas foram anotados com
a ferramenta Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) v1.14.6 (Seemann,
2014) e as sequéncias de cada gene foram concatenadas para construir “supergenes”
(aproximadamente 14 kbp). Foi realizado um alinhamento multiplo de sequéncias, no
qual as lacunas (GAPS) foram removidas manualmente com a ferramenta BioEdit v7.2.5
(Hall et al., 1999). As analises filogenéticas foram feitas usando o software MEGA11
(Tamura et al., 2021). Uma arvore filogenética foi inferida usando o método Maxima
verossimilhanca (ML do inglés, Maximum Likelihood) e o modelo General Time
Reversible (GTR). A distribuicdo gamma discreta foi usada para modelar diferencgas de
taxa evolutiva entre sitios, permitindo que alguns sitios fossem evolutivamente

invariaveis. O teste de bootstrap foi realizado com 1000 réplicas.

Tabela 5: Genomas das estirpes tipo do género Aeromonas utilizadas na analise MLSA para gerar
a arvore filogenética. Para todos os genomas foi adicionada a informacdo do identificador do
NCBI.

Estirpe Tipo NCBI ID

A. allosaccharophila CECT 4199 GCA _000819685.1
A. aquatica AE235 GCA_000764655.1
A. australiensis CECT 8023 GCA_000819725.1
A. bestiarum CECT 424227 GCA_000819745.1
A. bivalvium CECT 7113 GCA_000819765.1
A. caviae CECT 838 GCA_018360005.1
A. dhakensis CIP 1077500 GCF_000820305.1
A. diversa CECT 4254 GCA_000819805.1
A. encheleia CECT 4342 GCA_000819825.1
A. enteropelogenes CECT 4487 GCA_000819845.1
A. eucrenophila CECT 4224 GCA_000819865.1
A. finlandensis 4287 CECT 8028T GCA _000764645.1

A

. fluvialis LMG 24681

Continua

GCA_000819885.1
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Continuacéo da Tabela 5

Estirpe Tipo

NCBI ID

A

hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966

A. jandaei CECT 4228

GCA_000014805.1
GCA_000819955.1

A. lacus AE122 GCA_000764665.1
A. media CECT 4232 GCA_000819985.1
A. piscicola LMG 24783 GCA_000820005.1
A. popoffii CIP 105493 GCA_000820025.1
A. rivuli DSM 22539 GCA_020149575.1
A. salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784 GCA_000647955

A. salmonicida subsp. pectinolytica 34mel GCA_002735225.1
A. sanarellii LMG 24682 GCA_000820085.1
A. simiae CIP 107798 GCA_000820125.1
A. sobria CECT 4245 GCA_000820145.1
A. taiwanensis LMG 24683 BAWK01000004

A. tecta CECT 7082 GCA_000820185.2
A. veronii CECT 4257 GCA_000820225

Oceanimonas doudoroffi ATCC 27123 GCA_002242685.1

2.2.5 Potencial de viruléncia e resisténcia a antibioticos

Além da busca por substancias antimicrobianas, também foi realizada a analise
em busca de fatores de viruléncia. Ha relatos na literatura de bacteriocinas com
caracteristicas tipicas de fatores de viruléncia, servindo para facilitar a disseminacao e
replicacdo na célula hospedeira (Smiatek et al., 2021; Vidal Amaral et al.,2022). Para
verificar o potencial de viruléncia da cepa AE59-TE2, a ferramenta ABRicate versdo
1.0.1 (Liu et al., 2019) foi utilizada com o banco de dados de fatores de viruléncia,
Virulence Factor Database (VFDB).

Para verificar o perfil de resisténcia aos antibidticos, as ferramentas utilizadas
foram: a ferramenta do NCBI Antimicrobial Resistance Gene Finder Plus
(AMRFinderPlus) v3.10.23 (Feldgarden et al., 2021); a ferramenta Resistance Finder
(ResFinder) v4.0 (Bortolaia et al., 2020) e a ferramenta Resistance Gene Identifier (RGI)
v.5.2.0 do Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v. 3.1.4 (Alcock et
al., 2020).
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2.2.6 Anotagéo Funcional e visualiza¢do do genoma

Para realizar a anotacdo funcional do genoma da estirpe AE59-TE2 foram
utilizadas duas ferramentas: o servidor SEED and The Rapid Annotation of Microbial
Genome using Subsystems Technology (RAST) v2.0 classic (Overbeek et al., 2014); a
ferramenta Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) v1.14.6 (Seemann, 2014)
e a ferramenta Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) v.3.6.9 (Brettin et
al., 2015; Davis et al., 2020). Além disso, as ferramentas KEGG Automatic Annotation
Server (KAAS) (Moriya et al., 2007) e KEGG Mapper Reconstruction (Kanehisa & Sato,
2020) foram utilizadas para fazer atribuicdes de ortologia e entdo fazer o mapeamento de
vias metabdlicas, os graficos dessa analise foram gerados pela ferramenta R (R Core
Team, 2022). O gréafico do genoma circular foi feito com a ferramenta Circular Genome
Viewing (CGView) (Grant & Stothard, 2008).

2.2.7 Busca de genes/proteinas relacionadas a producdo de substancias
antimicrobianas

Para realizar a busca de genes relacionados com a producdo de substancias
antimicrobianas, algumas ferramentas foram implementadas.

Foi realizada uma analise com a ferramenta Antibiotics and Secondary Metabolite
Analysis Shell (AntiSMASH) v6.0.1 (Medema et al.,, 2011; Blin et al., 2021,

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) para verificar o metabolismo

secundario e a busca de bacteriocinas. Além disso, a ferramenta GO FEAT (Araujo et al.,
2018) foi utilizada para fazer o enriquecimento dos dados genémicos e buscar as seguintes
palavras-chaves relacionadas as atividades antimicrobianas: bacteriocina, antibidtico,

colicina, microcina, endopeptidase, endonuclease, policetideos (PKS) e ramnolipidios.

A ferramenta BLASTp v.2.11.0+, tltima atualizagdo 03/11/2020 (Altschul et al.,
1990) foi utilizada para buscar proteinas relacionadas a producdo de substancias
antimicrobianas. Os bancos de dados utilizados foram: Bacteriocin Genome Mining tool
(BAGEL) classe 111 com a versdo mais atual do banco de dados, atualizado no dia 21 de
dezembro de 2021 (Van Heel et al., 2013); BACTIBASE com a ultima atualiza¢do do
banco de dados realizada no dia 20 de maio de 2017 (Hammami et al., 2010); DoBiscuit
Database of BioSynthesis cluster CUrated e InTegrated (Ichikawa et al., 2013;
https://www.nite.go.jp/nbrc/pks/) e algumas proteinas relacionadas a producdo de

bacteriocinas, como a colicina V (CvaC) e zoocina A (ZooA) oriundos do banco de dados
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do servidor UniProt (UniProt consortium, 2021). Foi utilizada a anotagdo do genoma
(fasta aminoacido) com a ferramenta Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA)

v1.14.6 (Seemann, 2014) para realizar essa analise.

Ap0s encontrar sequéncias de interesse, foi realizado um alinhamento mdaltiplo
entre quatro sequéncias encontradas no genoma da estirpe AE59-TE2 semelhantes a
proteina de producéo de zoocina A, com a sequéncia de proteina relacionada a producao
de zoocina A do banco de dados do servidor UniProt (Uniprot/numero de Acesso:
054308) com a ferramenta Clustal Omega v1.2.4 (Sievers et al., 2011).

96



Artigo
publicado

97



Article

Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly
Antagonistic towards Multidrug-Resistant Human Pathogens,
What Does Its Genome Tell Us?

Sheila da Silva 19, Fernanda Alves de Freitas Guedes 1{”, Joao Ricardo Vidal Amaral 1(9,
José Roberto de Assis Ribeiro !, Yuri Pinheiro Alves de Souza 2, Angela Correa de Freitas-Almeida 3,
Fabiano Lopes Thompson 4, Rommel Thiago Juca Ramos °>, Andrew Steven Whiteley ¢, Andrew Macrae "7

and Selma Soares de Oliveira

check for
updates

Citation: Silva, S.d.; Guedes, FA.d.E;
Amaral, J.R.V,; Ribeiro, J.R.d.A.;
Souza, Y.P.A.d.; Freitas-Almeida,
AcCd,; Thompson, FL.; Ramos, R.T.J.;
Whiteley, A.S.; Macrae, A.; et al.
Aeromonas allosaccharophila Strain
AE59-TE2 Is Highly Antagonistic
towards Multidrug-Resistant Human
Pathogens, What Does Its Genome
Tell Us? Life 2022, 12, 1492. https://
doi.org/10.3390/1ife12101492

Academic Editors: Milan Kolar and

Pabulo H. Rampelotto

Received: 30 August 2022
Accepted: 19 September 2022
Published: 26 September 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1,7,%

Programa Pés-Graduacao de Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Av. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, s/n-Prédio do CCS-Bloco K, 2° Andar-Sala 032,

Rio de Janeiro 21941-902, Brazil

Helmbholtz Zentrum Munchen COMI, Research Unit Comparative Microbiome Analysis,

85764 Neuherberg, Germany

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Centro Biomédico, Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UER]), Av. 28 de Setembro, 87, 3° Andar, Fundos, Vila
Isabel, Rio de Janeiro 20550-170, Brazil

Departamento de Genética, Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av. Prof. Rodolpho
Paulo Rocco, s/n-Prédio do CCS-Instituto de Biologia, 2° Andar-Sala 93, Rio de Janeiro 219410-970, Brazil
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Centro de Genomica e Biologia de Sistemas da Universidade Federal do
Para (UFPA), Rua Augusto Corréa, 01 Guama, Belém 66075-970, Brazil

6 Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization (CSIRO), Canberra, ACT 2601, Australia
Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av. Prof. Rodolpho
Paulo Rocco, s/n-Prédio do CCS-Bloco I, 1° Andar-Sala 047, Rio de Janeiro 21941-902, Brazil

*  Correspondence: selma@micro.ufrj.br; Tel.: +55-21-3938-6739

Abstract: Multidrug-resistant bacteria are of critical importance and a problem for human health
and food preservation; the discovery of new antimicrobial substances to control their proliferation is
part of the solution. This work reports on 57 antagonistic Aeromonas strains, of which 38 strains were
antagonistic towards problematic human pathogens. The genome of the most antagonistic strain was
sequenced and identified as Aeromonas allosaccharophila. Its genome was fully annotated and mined
for genes that might explain that activity. Strain AE59-TE was antagonistic toward clinically relevant
gram-negative and gram-positive multidrug-resistant bacteria, including Klebsiella pneumoniae KPC,
Escherichia coli ESBL, Salmonella typhimurium, and Staphylococcus aureus MRSA. Strain AE59-TE2 was
identified by multilocus sequence analysis. Genome mining identified four genes homologous to
the bacteriocin, zoocin A from Streptococcus equi and a gene 98% similar to copA linked to colicin
V production. A. allosaccharophila strain AE59-TE2 produced antimicrobial activity against a broad
range of bacteria, including important gram-negative bacteria, not typically targeted by bacteriocins.
Herewere described novel zoocin genes that are promising for industrial applications in the food and
health sectors. Interesting and important antagonistic activity is described combined with the first
detailed genomic analysis of the species Aeromonas allosaccharophila.

Keywords:  Aeromonas allosaccharophila; antimicrobial

antimicrobial activity; bacteriocins;

resistance; genomics

1. Introduction

Multidrug-resistant bacteria cause persistent hospital infections that increase mor-
bidity and mortality, especially in developing countries [1,2]. Their impact on health care
systems is mostly due to the unavailability of effective antibiotics [1]. The main noso-
comial antibiotic-resistant pathogens are Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
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extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli, methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae, carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE),
and vancomycin-resistant Enterococci (VRE) [1,3,4]. Antimicrobial resistance is the ability of
microorganisms to inactivate or decrease the effectiveness of antibiotics. Resistance can
occur spontaneously due to genetic modifications; nonetheless, this process can be acceler-
ated by the inappropriate use of antibiotics, resulting in evolutionary pressures for genetic
mutations and the exchange of genetic material between bacteria and phages [5]. Since the
discovery of antibiotics, between 1930-1962, more than 20 new classes have been described.
However, resistance continues to evolve, and the search for new antimicrobial compounds
is an urgent challenge [5]. Only three new classes of antibiotics against gram-positive
bacteria have been described recently: the Oxazolidinones class with Linezolid (2001) and
tedizolid (2014); the daptomycin class, consisting of cyclic lipopeptides, discovered in 2006;
and the fidaxomicin class, a macrocycle drug, discovered in 2011 [5].

Bacteria are a source of many antimicrobial compounds. They produce lipopep-
tide, comprising non-ribosomal peptides synthetases (NRPSs), such as circular lipopep-
tides (surfactin, iturine, and phengycine families), polyketide (PKS) compounds, and
siderophores [6]. Some of these compounds are products of secondary metabolism, such as
antibiotics, while others are bioactive molecules ribosomally synthesized, such as antimicro-
bial peptides and bacteriocins. Bacteriocins are viable alternatives to antibiotics that are no
longer effective due to antimicrobial resistance [7,8]. Traditional bioprospecting strategies
for new antibiotics are not efficient in finding new substances [9]. Since traditional methods
for screening antimicrobial substances can last a long time and have high costs, genomic
analyses provide a new opportunity to search these substances in a more practical and less
expensive way. Genome sequencing, gene annotation, and the activation of silent gene
clusters constitute the basis of new methods for massive screening and new antibiotics
discovery and yet success is limited [9].

Aeromonas strains are known to produce several antimicrobial substances with the
potential to become new antibiotics and therefore are worthy of detailed genomic investiga-
tions. The Aeromonas genus comprises gram-negative, facultative anaerobic bacteria often
found in aquatic environments [10], the human gastrointestinal tract, and other animals,
including fish, reptiles, and amphibians [10-12]. Aeromonas species can cause several animal
diseases. Furunculosis, for example, is a condition observed in fish [13], which is associated
with significant economic losses in pisciculture [11,12,14]. Many Aeromonas’ virulence
genes have already been reported: vapA (layer A); act, alt, and ast (cytotonic enterotox-
ins); ahyB (elastase); exu (DNases) [15,16]. Aeromonas strains are considered opportunistic
pathogens, infecting mainly immunosuppressed patients [11,12,17]. Although there are
reports correlating Aeromonas sp. to gastroenteritis and few cases of more severe infections,
the etiological role of the genus in this pathogenicity remains controversial [17,18]. The
World Health Organization’s “One-World-One Health” concept highlights that healthiness
is based on a balance of human, animal, microbe and environmental interactions [19]. In
this manner, solutions to these problems are likely to be found in nature. Antagonistic inter-
actions are continually observed and are a part of nature, and are in natural environments.
This concept was a guide for the research presented in this article. Bacteriocins receive
special focus because they possess great potential in preventing the spread of infectious
bacteria, controlling spoilage of industrialized products, and mitigating the indiscriminate
and excessive use of other antibiotics [20].

There are numerous reports on Aeromonas strains producing bacteriocin-like sub-
stances (BLS) [21,22]. However, to date, the activity and presence of BLS has not been
linked to its genetic origin. Antimicrobial peptides are important compounds for microor-
ganisms, which grant competitiveness in different environments [23]. These molecules are
synthesized by several organisms for their defense. Amongst these are peptides called
bacteriocins, which can kill or inhibit the growth of other microorganisms [7]. Bacteriocins
from gram-positive bacteria are frequently described as inhibiting other gram-positive
strains [24]. However, important gram-negative pathogens, such as Salmonella and Es-
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cherichia coli, have not yet been targeted by bacteriocins [25,26]. Thus, there is a need to
discover and report on bacteriocins that target gram-negative disease-causing bacteria.

Biotechnological applications of bacteriocins include their use as antibiotics, food
preservatives and bacteriocin, such as Nisin, used by food industries [8,23]; and as probi-
otics [27]. Bacteriocins may also have applications as anticancer agents [7,24]. There are
new assays that use bacteriocins in agriculture for the biocontrol of phytopathogens [8].
Colicin is used for the biocontrol of pests in tobacco plants and considered an efficient
strategy that meets GRAS (FDA) safety protocols for controlling bacteria [28]. Bacteria from
aquatic environments have already been described as great candidates for the production of
antimicrobial substances. The Aeromonas genus has been reported as capable of producing
bacteriocins. This is an interesting genus, since it is found either in animal, water, or human,
which requires a certain level of adaptation to different niches, where bacteriocins and
toxins may play a role in the competition and maintenance of those species in respective
niches [29]. Therefore, our work aimed to isolate Aeromonas bacteria from fish to investigate
the antimicrobial substances’ production and to perform the genomic characterization of
the producing strain. Here are described the bioprospecting and screening of a wide range
of wild Aeromonas strains looking for novel antagonistic behavior, followed by genomic
mining to search for genes related to bacteriocins and antimicrobial activity.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection and Isolation

Aeromonas strains were isolated from healthy fish branchiae, scales, and cloaca. Two
replicates were taken for Mugil brasiliensis (popular names: Tainha/Mullet) and three
replicates for Caranx latus (popular name: Xerelete), which were purchased at a street
market located in Rio de Janeiro city, R], Brazil (—22.910468, —43.240857). A total of 200 mL
of water was collected from six different lagoon points at the Rodrigo de Freitas Lagoon
(latitudes 43°11'09” N and 43°13'03"” S, and longitudes 022°57'02" E and 022°58'09” W).
Water samples were centrifuged at 12,100 x g for 15 min and the pellet was used to isolate
Aeromonas. One Aeromonas strain previously isolated from lettuce leaves [30] was also
screened for antagonistic activity in this bioprospection. All the samples collected were
incubated in alkaline peptone water (APA) at 30 °C for 24 h and were inoculated at 30 °C
for 48 h in selective medium glutamate starch phenol (GSP) red agar (Merck, Darmstadt,
Germany). The Aeromonas sp. strains were then examined and classified into phenospecies
using the criteria described in the literature [12,31].

2.2. Antimicrobial Activity Screening

A total of 57 Aeromonas strains were screened for antimicrobial activity by either
the agar well diffusion assay [32] or the chloroform method [33] with modifications
(Supplementary Figure S1). Both experiments were performed in triplicate. Bacteria were
grown on nutrient agar and were incubated at 28 °C. Inhibition halos greater than 1 cm were
considered as positive results for antimicrobial activity. Klebsiella pneumoniae KPC (Kleb-
siella pneumoniae carbapenemase), K. pneumoniae ESBL (extended-spectrum (-lactamase-
producing), K. pneumoniae ATCC 13883, Escherichia coli ESBL, Enterobacter cloacae NDM (New
Delhi metallo-beta-lactamase), Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa, and P. aeruginosa strains SPM (Sao Paulo metallo-f3-lactamase)
from Laboratory of Medical Investigation; E. coli, Staphylococcus aureus ATCC 6538 and
P. aeruginosa ATCC 15422 from Laboratory of Food Microbiology and K. pneumoniae 19ae,
Enterococcus faecalis 5ae, S. aureus HIV 86a, and S. aureus HIV 87a from the Laboratory of
Nosocomial Infection were used as indicator strains. These strains were selected because
they can be etiological agents of severe diseases and are multidrug resistant. The presence
(value 1) or absence (value 0) of antimicrobial activity was converted into a table and used
to build a hierarchical clustering with the GenePattern online tool [34] using its default
values. Strain AE59-TE2 exhibited the broadest antimicrobial activity spectrum and was
selected for genome sequencing and mining.
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2.3. DNA Extraction, lllumina Sequencing, Data Preprocessing, and Genome Assembly

Genomic DNA was extracted and purified using the CTAB method [35]. The AE59-
TE2 paired-end (2 x 300 bp) library was constructed from approximately 1 ug of gDNA
using the Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) and se-
quenced with the MiSeq Illumina platform (Rio de Janeiro, Brazil). Trimmomatic v0.36 [36]
was used for quality control and to trim the sequences using default parameter values to re-
move adaptors and N-containing reads, as well as small (<36 bp) reads. SPAdes v3.10.1 [37]
was used for a de novo assembly, and contigs were mapped twice with the MeDuSa v.1.6
server [38] using 6 A. veronii complete genomes (GCA_001634325.1, GCA_001593245.1,
GCA_001634345.1, GCA_002803925.1, GCA_002803945.1, and GCA_000204115.1) as refer-
ence, being the closest species and with the most complete genomes deposited on NCBI. To
evaluate the assembly’s quality, filtered reads were aligned to the AE59-TE2 scaffolds using
BWA v0.7.75a [39] and the statistics were obtained with Qualimap v2.2.1 [40]. CheckM
v1.4.0 [41] was used to verify genome completeness and contamination, and QUAST
v.5.0.2 [42] was used to verify the genome quality. A flowchart summarizing the assembly
steps is shown in Supplementary Figure S2. The AE59-TE2 sequenced library and the
genome final assembly were deposited at the NCBI database under BioSample accession
numbers SAMNO08436981.

2.4. Taxonomic Identification by Molecular Methods

Multiple methods were used for species identification: 16S rRNA gene sequencing and
phylogenetic analysis with BLAST server v.2.12.0 [43], multilocus sequence analysis (MLSA),
in silico DDH using the Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) v2.1 server [44]
were performed. In silico DDH analyses, using 33 Aeromonas Type strains (Supplementary
Table S1) obtained from the EZBio Cloud database (https://www.ezbiocloud.net/ accessed
on 18 September 2022) were made with a cutoff value of 70% of similarity. MLSA was
conducted with six housekeeping genes (recA, gyrB, gltA, metG, groL, and 165 rRNA) [45]
from A. allosaccharophila CECT 4199, A. aquatica AE235, A. australiensis CECT 8023, A.
bestiarum CECT 424227, A. bivalvium CECT 7113, A. caviae CECT 838, A. dhakensis CIP
1077500, A. diversa CECT 4254, A. enchelein CECT 4342, A. enteropelogenes CECT 4487, A.
eucrenophila CECT 4224, A. finlandensis 4287, A. fluvialis LMG 24681, A. hydrophila subsp.
hydrophila ATCC 7966, A. jandaei CECT 4228, A. lacus AE122, A. media CECT 4232, A. piscicola
LMG 24783, A. popoffii CIP 105493, A. rivuli DSM 22539, A. salmonicida subsp. masoucida
NBRC 13784, A. salmonicida subsp. pectinolytica 34mel, A. sanarellii LMG 24682, A. simiae CIP
107798, A. sobria CECT 4245, A. taiwanensis LMG 24683, A. tecta CECT 7082, and A. veronii
CECT 4257. Oceanimonas doudoroffi ATCC 27123 was used as an outgroup. All genomes were
annotated with the Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) tool v1.14.6 [46]. For
the multilocus sequence analysis, sequences of each gene were concatenated to construct
“supergenes” (approximately 14 kbp). They were then multiple aligned and gaps were
removed using BioEdit v7.2.5 [47]. Phylogenetic analyses were conducted using MEGA11
software [48]. A phylogenetic tree was inferred using the Maximum Likelihood (ML)
method and General Time Reversible (GTR) model. A discrete Gamma distribution was
used to model evolutionary rate differences among sites, allowing for some sites to be
evolutionarily invariable. The bootstrap test was performed using 1000 replicates. The
taxonomic classification was corroborated by the Average Nucleotide Identity (ANI) v3.8.3
and Tetra Correlation Search (TCS) v3.8.3 analyses using the AE59-TE2 genome against
GenomesDB in JSpeciesWS server v3.8.3 [49]. ANIb result was shown by heatmap using R
tool [50].

2.5. Virulence Potential and Antibiotic Resistance

The search for virulence factors is important, as there are already reports of bacteriocins
with typical characteristics of virulence factors, thus making dissemination and replication
in the host cell easier [29,51]. The virulence potential of the AE59-TE2 strain was evaluated
using the virulence factors database (VFDB) from the ABRicate tool version 1.0.1 [52].
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NCBI Antimicrobial Resistance Gene Finder Plus (AMRFinderPlus) tool v3.10.23 [53],
ResFinder v 4.0 [54], and Resistance Gene Identifier (RGI) v.5.2.0 from Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) v. 3.1.4 [55] were used to verify the antibiotic
resistance profile.

2.6. Genome Functional Annotation and Mining

Gene prediction and functional annotation were carried out using the classic RAST
v2.0 server [56] and Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) tool v1.14.6 [46]. To
search for more genes related to bacteriocin production, BAGEL (class III), Bactibase, and
DoBiscuit-Database of BioSynthesis cluster CUrated and InTegrated (https://www.nite.
go.jp/nbrc/pks/ accessed on 18 September 2022) [57] and some genes for the Colicin V
production protein (cvaC) and Zoocin production protein (ZooA) from UniProt were used
with BLASTp v.2.11.0+ [42] against the PROKKA genome annotation. Four zoocin-like
sequences from the AE59-TE2 genome and 1 zoocin A sequences from UniProt (accession
number: O54308) was multiple aligned with Clustal Omega v1.2.4 [58]. Analysis with
AntiSMASH v6.0 was performed to verify secondary metabolism and search for bacteri-
ocins [59]. The GO FEAT tool [60] was used for functional annotation and enrichment of
genomic data. The KEGG Automatic Annotation Server (Kaas) [61] and KEGG Mapper
Reconstruction were used to make orthology assignments and pathway mapping. To per-
form a better characterization of the genome, the Pathosystems Resource Integration Center
(PATRIC) v.3.6.9 was used [62], and the GO Feat tool was used to search for keywords that
are related to antimicrobial activities, such as the words: Bacteriocin, Antibiotic, Colicin,
Microcin, Endopeptidase, Endonuclease, polyketides (PKS), and Rhamnolipid. The circular
genome plot was made with the Circular Genome Viewing (CGView) tool [63].

3. Results
3.1. Sample Identification and Phenotypic Characterization of Antibacterial Activity of Aeromonas
Isolates

Forty-one Aeromonas strains were isolated from fish samples. Preliminary biochemical
tests identified the samples as A. hydrophila (n = 21), A. caviae (n = 14), and A. veronii bv
sobria (n = 6). Fifteen Aeromonas strains were isolated from the water sample and identified
as A. caviae (n = 8), A. hydrophila (n = 4), A. veronii bv sobria (n = 2), and A. salmonicida (n = 1).
Another Aeromonas strain previously isolated from lettuce was identified as A. caviae [30].
Among the 57 strains tested, 38 demonstrated differing levels of antimicrobial activity
towards at least one highly pathogenic bacterial strain (Figure 1). A hierarchical cluster
analysis was performed to visualize the results for antimicrobial activity. The analysis
revealed a group of seven strains (AE04, AE34, AE43, AE31, AE45, AE54, and AE59-TE2)
with a similar profile, broadly inhibiting both gram-negative and gram-positive multidrug-
resistant pathogens. Strain AE59-TE2 exhibited antimicrobial activity towards 14 of the
16 indicator strains, namely K. pneumoniae (KPC, ESBL, 19ae ATCC 13883), E. coli and E. coli
ESBL, E. cloacae NDM, A. baumannii, S. typhimurium ATCC 14028, S. aureus (ATCC 6538, HIV
86a, and HIV 87a), E. faecalis 5ae, and P. aeruginosa (Figure 1). Supplementary Figure S1
shows the inhibition zones produced against the E. coli ESBL strain.

3.2. AE59-TE2 Genome Sequencing and Assembly

Illumina MiSeq paired-end sequencing of the AE59-TE2 library yielded 532,201 raw
reads. After preprocessing steps, 365,719 (68.72%) quality reads were obtained (Supplemen-
tary Table S2). De novo genome assembly generated 109 contigs (Table 1) and the mapping
genome assembly resulted in one scaffold with a total sequence length of 4,498,261 bp
and 58.68% G + C content in the QUAST result (Figure 2). CheckM analysis resulted in
100% completeness and 0.29% of contamination. More than 99% of the reads aligned to
the assembled AE59-TE2 scaffolds, with a mean coverage of 23.42. Six AE59-TE2 scaffolds
(scaffold_10, scaffold_20, scaffold_22, scaffold_26, scaffold_28, and scaffold_35) generated a
consensus sequence (549 bp) that putatively encodes for a transposase (data not shown).
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Figure 1. Antimicrobial activity tests using Aeromonas sp. producer strains against clinical and
potentially pathogenic indicator strains. The results of the antimicrobial activity tests were converted
into positive (1) and negative (0) antimicrobial activity. A table of this data was used as an input for a
hierarchical clustering. The numerical values were then converted into a color-code, where dark grey
indicates that an inhibitory activity was observed.

Table 1. AE59-TE2 genome assembly statistics. These values represent the main output of each
assembly step, starting with the de novo assembly carried out with SPAdes software and followed by
two runs of scaffolding conducted with the Medusa online server and A. veronii complete genomes
as references. The result generated after the second scaffolding run represents the final AE59-TE2
assembly. A flowchart of assembly steps is shown in Supplementary Figure S2.

Statistics De Novo Assembly Scaffolding 1 Scaffolding 2
Number of sequences 109 62 51
Largest contig (bp) 473,819 3,152,962 4,498,261
Average length (bp) 41,433.55 72,878.34 88,608.96
Total length (bp) 4,516,257 4,518,457 4,519,057
% GC 58.65 58.63 58.62
N50 263,685 3,152,962 4,498,261

3.3. AE59-TE?2 Species Identification and Aeromonas Taxonomy

Via BLAST and the nr database at the NCBI, the AE59-TE 165 rRNA sequence was
highly similar to Aeromonas allosaccharophila (accession number: FJ940841.1; 100% identity
and 99% query coverage) and A. veronii (accession number: CP024933.1; 99% identity
and 100% query coverage). Since 165 rRNA analyses are not gold standard for species-
level identification in the Aeromonas genus, MLSA, DDH in silico, and ANI analyses were
performed. The MLSA phylogenetic tree inference grouped the AE59-TE2 strain and
A. allosaccharophila together (Figure 3). DDH in silico analysis demonstrated that the A.
allosaccharophila reference genome from EZBio Cloud database (Supplementary Table S3)
was the most similar to the AE59-TE2 strain, DDH 62.6%. ANI analysis resulted in a score
of 95.01% for type strain A. allosaccharophila CECT 4199 (Figure 4). TCS analysis resulted
in a score of 0.99965 for A. allosaccharophila TTU2014-159ASC and a score of 0.99943 for
type strain A. allosaccharophila CECT 4199. Analyses of the 165 rRNA gene, MLSA, DDH in
silico, and ANI strongly indicate that the AE59-TE2 strain belongs to the A. allosaccharophila
species cluster.
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Figure 2. Schematic circular diagram of the AE59 genome highlighting the main sequences cited in
the text. From the most external circle inwards: first and Second (blue)-CDS in positive strand; and
negative strand; The purple circle is a GC-skew in negative strand and in yellow is a GC-skew in
a positive strand; the black circle is a G + C content. The genes annotated with the CARD tool are
marked with red; rRNA are marked with pink and the tRNA are marked with light blue.

3.4. Virulence Potential and Antimicrobial Resistance

The virulence factors database (VFDB) identified 36 genes with identities above 90%
and 88 genes with identities between 80-89% (Supplementary Table S4). Type III secre-
tion system (T3SS) structural genes were identified (ascV and ascC genes), but only one
gene of the main effectors was found (aopH). The ResFinder database did not identify any
resistance genes in the AE59-TE2 genome. However, the AMRFinderPlus tool identified
three genes: blaOXA (OXA-12 family class D beta-lactamase) with 98.11% identity and
100% coverage; arsD (arsenite efflux transporter metallochaperone) with 47.89% identify
and 100% coverage; and arsC (glutaredoxin-dependent arsenate reductase) with 77.86%
identity and 99.29% coverage. CARD/RGI annotated four strict hits. Two genes related
to the resistance-nodulation-cell division (RND) antibiotic efflux pump: the rsmA gene
with 92.73% identity; and adeF with 48.56% identity. A gene related to OXA beta-lactamase
(antibiotic inactivation): the OXA-726 with 95.45% identity. A gene related to elfamycin
antibiotic (antibiotic target alteration), Escherichia coli gene EF-Tu mutants conferring re-
sistance to Pulvomycin with 88.8% identity. This latter gene was annotated as a tufl gene
with 99.5% identity in the UniProt database and functions promoting the GTP-dependent
binding of aminoacyl-tRNA to the A-site of ribosomes during protein biosynthesis.
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Figure 3. MLSA resultant phylogenetic tree, using six housekeeping genes: recA, gyrB, gltA, metG,
groL, and 16S rRNA and 28 genomes from Aeromonas genus, inferred with Maximum Likelihood (ML)
method and General Time Reversible model. The model evolutionary used was a discrete Gamma
distribution. The bootstrap consensus was inferred from 1000 replicates. Oceanimonas doudoroffi
ATCC 27123 was used as an outgroup.
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Figure 4. The heatmap showed the ANIb result. The main Aeromonas genus type strain was used to
compare with the AE59-TE2 genome. The yellow color shows the most similar genome when com-
pared with the AE59-TE2 genome. The value of yellow is 95.48% and represents A. allosaccharophila
CECT 4199 genome.

3.5. Genome Mining of Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2

Gene annotation with the PROKKA software resulted in 4075 coding sequences,
10 rRNA, and 105 tRNA. The RAST server annotated 4173 features, including 4050 protein-
coding sequences and 123 non-coding RNAs including tRNAs and rRNAs, with 2177
(52.17%) of them being categorized in at least one RAST-defined functional category
(Figure 5). Five sequences associated with “Phages, Prophages, Transposable elements, Plas-
mids” were identified that included two phage tail proteins, two proteins linked to phage
replication, and one linked to DNA synthesis. Furthermore, 43 non-assembled sequences
were also annotated with the RAST server and compared to the nr database. Among these,
six high-identity (>90%) matches with the Aeromonas pS68-1 plasmid (CP022182.1) were ob-
served. The AntiSMASH tool identified one homoserine lactone cluster (647,196-667,849 nt),
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Figure 5. Functional RAST categories annotated for AE59 predicted sequences.

3.6. Identification and Comparative Analysis of AE59-TE2 Bacteriocin-Related Sequences

The RAST server revealed 101 matches for the virulence, disease, and defense category
(Supplementary Table S5). Five of these sequences were annotated into the tolerance
to colicin E2 subsystem and nine into the colicin V and bacteriocin production cluster
subsystem (Table 2). One predicted sequence (peg.850, 162 aa) exhibited homology to
the colicin V production protein (CvpA). Genomic enrichment with the GO FEAT tool
revealed four sequences associated with antimicrobial substances: a bacteriocin production
protein (CvpA); a Tol-Pal system protein TolQ; a cell envelope integrity protein TolA; and
an outer membrane receptor for ferrienterochelin and colicins (Supplementary Table S6).
The AE59-TE2 CvpA protein sequence was correlated with a bacteriocin production protein
(CvpA) predicted from A. veronii (UniProtKB accession number: A0A0T6U8X2) with
98.78% (162/164) coverage and 100% identity. BLAST analysis showed 100% coverage and
100% identity with Aeromonas CvpA family protein (accession number: WP_005337086.1),
confirming the presence of an important gene related to the production of bacteriocin
in strain AE59-TE2. The BLAST analysis against CvpA colicin V production protein
(UniProtKB/SwissProt accession number: P08550.1) from Escherichia coli str. K-12 substr.
MG1655 showed 99% coverage and 64.59% identity.
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Table 2. Bacteriocin-related genes of AE59-TE2 identified by RAST functional annotation tool.

Subsystem Putative Function Gene ID
peg.679
DedA protein peg.2991
peg.1442
Cf)lic'in Vand . Amidophosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.14) peg.851
Bacteriocin Production Colicin V production protein peg.850
Cluster DedD protein peg.934
Folylpolyglutamate synthase (EC 6.3.2.17); Dihydrofolate synthase (EC 6.3.2.12) peg.933
Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase beta chain (EC 6.4.1.2) peg.932
tRNA pseudouridine synthase A (EC 4.2.1.70) peg.931
. . peg.2597
Conserved uncharacterized protein CreA peg 2682
Tolerance to colicin E2 Two-component response regulator CreB peg.2016
Two-component response regulator CreC peg.2017
Inner membrane protein CreD peg.2020

BLASTp analyses found four zooA-like sequences in the AE59-TE2 genome. The
z00A gene encodes a Zoocin A protein, a peptidase, from the M23/M37 family from
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (UniProtKB/SwissProt accession number: O54308).
One sequence with 50% identity, was annotated as MepM_2 (Murein DD-endopeptidase);
another with 46.73% identity, annotated as MepM_1 (Murein DD-endopeptidase); two
sequences with 45% and 34.21% identity, were annotated as hypothetical proteins (Table 3).
Multiple alignments demonstrated that the most conserved region was between positions
375-500 aa, a region that contains the peptidase M23 domain (Figure 6).

Table 3. BLAST result between AE59-TE2 annotation and bacteriocins from UniProt Database.

Result of BLASTp AE59-TE2 (Amino Acid by Prokka Annotation) X Bacteriocins DB

Sequence from % Subject Alignment _ . Gap q. q. : Bit

AE59 (Query) Identity Acc.Ver Length Mismatches Opens Start End® Start s- End E-Value Score
GAJHKBHP_00589 46.73% Zoocin A 92 42 2 319 403 22 113 2.08 x 1071 79.0
GAJHKBHP_03270 50.00% (Uniprot Acc. 94 38 2 301 386 45 137 2.81 x 10720 82.4
GAJHKBHP_03313 34.21% Number: 114 58 3 171 268 45 157 8.07 x 10°17 70.5
GAJHKBHP_03813  45.0% 054308) 100 47 3 192 284 39 137 6.67 x 1077 71.2

The DoBiscuit database was used to search for more sequences related to antimicrobial
activity and found six sequences with more than 60% identity (Table 4).

The Functional annotation of orthologous groups with Kaas and KEGG Mapper Re-
construction tools annotated six categories of functional groups (Figure 7). The Metabolism
category has 12 subcategories with 2700 genes, amongst these subcategories, the most
important for this work are: Metabolism of terpenoids and polyketides with 25 genes
and biosynthesis of other secondary metabolites with 44 genes. The biosynthesis of other
secondary metabolites subcategories was presented in more detail in Table 5.

Using PROKKA and PATRIC, searches for keywords endopeptidase, endonuclease,
polyketide, antibiotic, colicin and microcin unraveled 38 proteins (Table 6). PATRIC identi-
fied 129 metabolic pathways within the genome. The most important pathways related
to antimicrobial activity were: Biosynthesis of secondary metabolites and Biosynthesis of
polyketides and Nonribosomal peptides. In the Biosynthesis of the secondary metabolites
category and puromycin Biosynthesis subcategory, a sequence was identified as an xdhD
gene, a possible hypoxanthine oxidase.
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Figure 6. Multiple alignments between Zoocin A protein, a peptidase, from the M23/M37 family
from Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (UniProtKB/SwissProt accession number: 054308 and
four sequences from the AE59-TE2 genome resulted from BLAST. The positions 340474 aa show the
most conserved region. The Alignment was colored by conservation scheme; the regions with more
conserved physicochemical properties are colored in orange (darker color) and the less conserved
sites are colored in yellow (lighter color).

Table 4. BLAST result between AE59-TE2 annotation and sequences from the DoBiscuit Database.

Result of BLASTp AE59 (Prokka Annotation) X DoBiscuit Database

Sequence from % Identity Subject Classified Relative PROKKA Gene PROKKA Product
AE59 (Query)
DNA-directed RNA
GAJHKBHP_00274 73.33% Rifam_00640 PKS Typel modular Ansamycin rpoC polymerase subunit
beta

GAJHKBHP_02296  63.01% Rubra_00090 PKS Typel modular Rubradirin infA Transgg‘(’;r‘ [pation

Glycopeptide(teicoplanin- Phosphome-
GAJHKBHP_00363  62.65% A4092_00490 NRPS/PKS Typelll yeopep P thiC thylpyrimidine

type) synthase
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Table 4. Cont.

Result of BLASTp AE59 (Prokka Annotation) X DoBiscuit Database

Sequence from

AE59 (Query) % Identity Subject Classified Relative PROKKA Gene PROKKA Product
GAJHKBHP_01234  6141% Salino_00470 PKS Typel modular Salinomycin/Polyether fadH 2% 2C4-dienoyl-CoA
GAJHKBHP_02296  61.19% Rubra_00040 PKS Typel modular Rubradirin/Ansamycin infA Transgzlt‘(’;r‘ ;;ilat“’“

. . Tetracyclic quinone
PKS Typel iterative ; g -
GAJHKBHP_03276 60.16% Polk_00010 glycoside metK S aden;);ﬁrﬁlaestéuonme
PKS Typell Polyketomycin
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Figure 7. The Functional annotation of orthologous groups with Kaas and KEGG Mapper Recon-

struction tools annotated 6 categories of functional groups.

Table 5. List of KEGG Biosynthesis of secondary metabolites Reference pathway.

Biosynthesis of Secondary Metabolites

Pathway Modules

Macrolide biosynthesis

MO00773 Tylosin biosynthesis
MO00934 Mycinamicin biosynthesis
MO00774 Erythromycin biosynthesis
MO00775 Oleandomycin biosynthesis
MO00776 Pikromycin/methymycin biosynthesis
MO00777 Avermectin biosynthesis

Type II polyketide biosynthesis

MO00778 Type II polyketide backbone biosynthesis
MO00779 Dihydrokalafungin biosynthesis
MO00780 Tetracycline/oxytetracycline biosynthesis
MO00823 Chlortetracycline biosynthesis
MO00781 Nogalavinone/aklavinone biosynthesis
MO00782 Mithramycin biosynthesis
MO00783 Tetracenomycin C/8-demethyltetracenomycin C biosynthesis

MO00784 Elloramycin biosynthesis

Biosynthesis of beta-lactams

MO00672 Penicillin biosynthesis
MO00673 Cephamycin C biosynthesis
MO00675 Carbapenem-3-carboxylate biosynthesis
MO00736 Nocardicin A biosynthesis
MO00674 Clavaminate biosynthesis
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Table 5. Cont.

Biosynthesis of Secondary Metabolites Pathway Modules
M00773 Tylosin biosynthesis

MO00877 Kanosamine biosynthesis glucose 6-phosphate => kanosamine
Macrolide biosynthesis MO00889 Puromycin biosynthesis
MO00815 Validamycin A biosynthesis
MO00904 Dapdiamides biosynthesis

MO00785 Cycloserine biosynthesis
Biosynthesis of other antibiotics MO00787 Bacilysin biosynthesis
MO00848 Aurachin biosynthesis

MO00788 Terpentecin biosynthesis

MO00819 Pentalenolactone biosynthesis
MO00903 Fosfomycin biosynthesis
MO00890 Roseoflavin biosynthesis

Table 6. Result keyword searches using PATRIC and PROKKA annotation. The keywords that
were searched: “endopeptidase, endonuclease, polyketide (PKS), antibiotic, colicin, microcin, zoocin,
bacteriocin and streptomycin”.

Results of Searches for Keywords: “Endopeptidase, Endonuclease, Polyketide, Antibiotic, Colicin and Microcin”

Keyword Annotation Tool Sequence ID Product
PATRIC peg.3314 Endonuclease I precursor/deoxyribonuclease I activity
PATRIC peg.2963 Endonuclease IV/ deoxyribon.u?lease IV (phage-T4-induced)
activity
PATRIC peg.2394 Predicted ATP-depeniebr}t endonuclease of the OLD family,
iD subgroup
PATRIC peg.2112 DNA/RNA endonuclease G
PATRIC peg.1965 Endonuclease 11/ DNA-(apuljir}ic or apyrimidinic site) lyase
Endonuclease : _ actvity .
PATRIC peg.1792 Protein containing HNH endonuclease domain
PATRIC peg-1779 Esterase ybfF
PATRIC peg.1125 Flap endonuclease Xni
PATRIC peg.512 DNA mismatch repair endonuclease MutH
PROKKA GAJHKBHP_01017 putative DNA endonuclease SmrA
PROKKA GAJHKBHP_01117 Flap endonuclease Xni-YgdG
PROKKA GAJHKBHP_01958 Endonuclease I1I-Nth
PROKKA GAJHKBHP_02669 Endonuclease MutS2
PROKKA GAJHKBHP_02932 Endonuclease 4-Nfo
PATRIC peg.384 Murein-DD-endopeptidase
PATRIC peg.577 Murein DD-endopeptidase MepM
PATRIC peg.2124 Probable endopeptidase NIpC
PATRIC peg.2264 Penicillin-insensitive murein endopeptidase
PATRIC peg.3967 Murein-DD-endopeptidase (EC 3.4.99.-)
Endopeptidase PROKKA GAJHKBHP_00392 D-alanyl-D-alanine endopeptidase-PbpG_1
PROKKA GAJHKBHP_00589 Murein DD-endopeptidase MepM
PROKKA GAJHKBHP_02126 Oligoendopeptidase F% 2C plasmid-PepF1
PROKKA GAJHKBHP_02243 Penicillin-insensitive murein endopeptidase-MepA_1
PROKKA GAJHKBHP_03259 Neutral endopeptidase-PepO
PROKKA GAJHKBHP_03270 Murein DD-endopeptidase MepM
PROKKA GAJHKBHP_03927 D-alanyl-D-alanine endopeptidase-PbpG_2
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Table 6. Cont.

Results of Searches for Keywords: “Endopeptidase, Endonuclease, Polyketide, Antibiotic, Colicin and Microcin”

Keyword Annotation Tool Sequence ID Product
PATRIC peg.1689 Colicin I receptor precursor
PATRIC peg.2329 Colicin V production protein
Colici PROKKA GAJHKBHP_00287 Colicin I receptor-CirA_1
olcm PROKKA GAJHKBHP_01798 Colicin I receptor-CirA_2
PROKKA GAJHKBHP_01806 Colicin I receptor-CirA_3
PROKKA GAJHKBHP_02310 Colicin V production protein-CvpA
Antibioi PATRIC peg.705 Antibiotic biosynthesis monooxygenase
ntibiotic PROKKA GAJHKBHP_03466 Phenazine antibiotic resistance protein EhpR
Microci PATRIC peg.2417 Microcin C7 immunity MccF-like protein
teroan PROKKA GAJHKBHP_02397 Microcin C7 self-immunity protein MccF
Polvketide PATRIC peg.1909 Polyketide synthase modules and related proteins
Y PATRIC peg.2168 Polyketide synthase modules and related proteins

4. Discussion

Messi et al., 2003 [22], had previously reported on the potential of Aeromonas strains to
produce antimicrobial substances. Following their rationale, a screening for antimicrobial
activity was performed and confirmed that strains of the Aeromonas genus are widely
antagonistic, as observed in Figure 1. Thirty-eight of the 57 strains tested demonstrated
some type of antagonistic activity towards at least one highly pathogenic bacterial strain.
Screening analysis detected a group of seven strains, which can inhibit both gram-positive
and gram-negative bacteria, with a different profile from others described in the literature,
this is unusual and important for bacteriocin research. A lack of bacteriocin patents
suggests they have perhaps been neglected and are an opportunity for novel discoveries. A
glance further back in the literature reveals that bacteriocin-producing strains have been
described to inhibit Yersinia ruckeri, Listonella anguillarum, and Photobacterium damselae [64];
fish pathogens, such as Vibrio tubiashii [65]; and strains associated with food contamination,
such as Staphylococcus sp. and Lactobacillus sp. [21,22].

Strain AE59-TE2 stands out for being able to inhibit 14 of the 16 indicator strains
tested. This strain exhibited antagonistic activity towards K. pneumoniae KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase). KPC-producing bacteria are a group of microorganisms with
elevated resistance to various antibiotics, which causes infections that commonly available
antibiotics can no longer effectively treat [66]. This result is highlighted, since the majority
of bacteriocins come from gram-positive bacteria and are not reported as being antagonistic
towards gram-negative pathogenic microorganisms. There is a need for bacteriocins that
target gram-negative food-spoilage strains, such as those from the genera Salmonella and
Escherichia [25,26]. These findings shine a light on possible new solutions for medical,
pharmaceutical, and food sectors.

In this work, the characterization of the Aeromonas AE59-TE2 strain was proposed.
Species identification and taxonomy within the Aeromonas genus is controversial, even with
the contribution of genomic analyses. Based on our data and as described in the literature,
16S rRNA gene sequences are highly conserved and do not contain enough genetic signal to
separate A. veronii from A. allosaccharophila [12]. Separating these taxons requires more than
165 rRNA sequence and biochemical tests [67]. DDH analysis and MLSA [45] phylogenetic
inference were used with multiple housekeeping genes, including rpoD, for taxonomic
identification, and the strain was classified as Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2.

Since Aeromonas strains are described as opportunistic pathogens, an equally important
factor was assessing the strain’s virulence potential, which could impair its biotechnological
applications in the future [11,12]. Aerolysin (aerA) [68], toxin A(rtxA) [69], layer A (vapA)
and secretion systems types II (T2SS) (exeAB and exeC-N operons), T3SS (ascV, aopP, aopH,
ascC and aexT genes), T4SS (traB, traC, traD, traE, trb], traA, traF, traG, traH, tral, tra] and traK
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genes, with traA, traF-tral as core components) and T6SS (hcp (haemolysin), vgrG2 (valine),
vgrG (glycine), vgrG1 (ADP-ribosyltransferase activity), vasH (transcription regulator) and
the vasK (unknown function genes) altogether make up for the major virulence factors
identified in the Aeromonas genus [70-73].

The virulence factors database (VFDB), from the ABRicate tool, identified the ascV
and ascC genes, which are type III secretion system (T3SS) structural genes, and aopH,
one of the main effector genes. Vanden Bergh and Frey (2014) [74] demonstrated that,
due to several mutations and genetic rearrangements, changes may occur in the type III
secretion system. Thus, to affirm its integrity, one must analyze whether the structural
genes (ascV and ascC) are intact and whether the main effector genes (aopH, aexT, ati2,
aopO, aopP and aopS) are present [74]. The T3SS is a complex structure used by gram-
negative bacteria, which is capable of injecting effector proteins directly into the host cell
cytoplasm. Only one effector gene was found in the AE59-TE2 genome. Furthermore, a
progressive loss of virulence potential in A. salmonicida is observed as constant genetic
deletions and additions occur due to horizontal gene transfer with environmental bacteria.
This is especially observed in strains grown in laboratories that do not undergo the selective
pressures of natural environments [74]. It is worth mentioning that some genes found in
the AE59-TE2 genome may not be functional because they are truncated, as has already
been described for Aeromonas virulence mechanisms [75]. Further analyses found the genes
blaOXA (a beta-lactamase), arsD (an arsenite efflux transporter metallochaperone), arsC
(glutaredoxin-dependent arsenate reductase), rsmA and adeF (antibiotic efflux pump), OXA-
726 (beta-lactamase/antibiotic inactivation), and EF-Tu (resistance to Pulvomycin). These
genes are mostly related to antibiotic resistance. Concerns about virulence with this strain
are founded but can be circumvented by using bacteriocins in a purified form. There is
increasing interest in the pharmaceutical industry for the use of purified bacteriocins [76].

The antiSMASH tool identified a homoserine lactone cluster in the AE59-TE2 genome.
The N-acyl homoserine-lactone (AHL) is a “signal” molecule in gram-negative bacteria and
is responsible for the regulation of several biological processes, such as biofilm formation,
antibiotic production, and motility [10]. Thus, this is a vital cluster that may be related to
the antimicrobial activity observed in our analyses.

RAST server annotation uncovered a CvpA protein in the AE59-TE2 genome. This
protein is required for colicin V production and was originally identified in plasmid pColV-
K30 from Escherichia coli. Nonetheless, this is not the structural gene for the colicin V
bacteriocin [77]. The cupA gene is chromosomal and is required for colicin V production
and secretion 77]. It encodes an inner membrane protein that is involved in the colicin V
export machinery [77]. The colicin V structural coaC gene and the cvaA and cvaB genes
are required for toxin processing and export. The protein that confers immunity on the
host cell is encoded by the cvi gene [78]. Gene clusters similar to known bacteriocins have
been described in other Aeromonas genomes [79], and the receptor for ferrienterochelin and
colicins was identified in A. salmonicida subsp. pectinolytica 34melT genome [80]. However,
no correlation between the presence of these clusters and bacteriocin activity has been
reported until now. BLAST analysis between a CvpA protein identified in the AE59-TE2
genome and a CvpA colicin V production protein from Escherichia coli str. K-12 substr.
MG1655 revealed a 64.59% identity. This result suggests that the gene could be associated
with the production and secretion of colicin V peptide, cvaC gene, or a similar structural
peptide gene [78]. However, no significant homology to the E. coli cvaC gene was found.

Blast analyses identified four sequences with similarities to the zooA gene. This
gene encodes a Zn-metalloprotease called zoocin A, belonging to the M23/M37 family,
and isolated initially from Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. This protein functions
as an enzybiotic that is active against gram-positive bacteria, cleaving peptides from
their cell wall [81]. The AE59-TE2 strain was able to inhibit the growth of gram-positive
bacteria, namely Enterococcus sp. and Staphylococcus sp., which is not a common feature
for gram-negative bacteriocin-producing strains. These data suggest that the AE59-TE2
strain might use different mechanisms to inhibit gram-negative and gram-positive bacteria.
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Multiple alignments between the four sequences found in the AE59-TE2 genome and
other zooA sequences from the UniProt database demonstrated a highly conserved region
for a peptidase M23 domain, suggesting that they may be new sequences related to the
production of bacteriocins similar to Zoocin A.

The BLAST against DoBiscuit Database resulted in six sequences with more than 60%
identity with sequences related to antibiotics. These sequences were annotated in the PROKKA
software as RpoC, InfA (translation initiation factor IF-1), ThiC (phosphomethylpyrimidine syn-
thase), FadH (2,4-dienoyl-CoA reductase), and MetK (S-adenosylmethionine synthase). Proteins
RpoC and InfA could be related with resistance to Ansamycin and Rubradirin, respectively. The
ThiC protein is associated with thiamine biosynthesis. The FadH protein is a NADPH-dependent
2,4-dienoyl-CoA reductase, and MetK protein catalyzes the formation of S-adenosylmethionine
(AdoMet) from methionine and ATP and is associated with tylosin production [82]. Tylosin is a
macrolide antibiotic that is used as a feed additive in veterinary medicine.

KEGG analysis provided a general characterization of the genome and highlighted sev-
eral important pathways to be studied. These results were further explored by investigating
and comparing sequences with genes of known important antimicrobial compounds. For
instance, the peptidase family C39 contains bacteriocin processing endopeptidases. In this
genome, the mepM gene was identified and is related to peptidoglycan synthesis [14]. Also
identified was the nlpC gene, which is related to cell wall remodeling, cell separation during
division, and cleaving non-canonical peptide bonds [83]. Zoocin A is a D-alanyl-L-alanyl
endopeptidase, which hydrolyses cross bridges in the peptidoglycan structure of suscepti-
ble streptococci [84]. The PROKKA software identified two sequences as D-alanyl-D-alanine
endopeptidases (GAJHKBHP_00392 and GAJHKBHP_03927), corroborating with previous
results of Zoocin A sequences. One protein containing an HNH endonuclease domain
(Peg.1792) was annotated by the PATRIC server. HNH-type endonucleases are known as
Nuclease Bacteriocins (NB) [85]. Polyketides (PKS) were also pursued due to their antimi-
crobial activity, as described in the literature. Kegg analysis identified the rfb operon, which
comprises four genes (1fbABCD) and is involved in dTDP-rhamnose biosynthesis. Genes
1fbAB transform D-glucose-1-phosphate into dTDP-4-oxo-6-deoxy-D-glucose, an essential
substance in polyketide sugar unit biosynthesis. This substance is further processed by
genes rfbCD, resulting in dTDP-L-rhamnose. This latter substance can be involved in the
biosynthesis of enediyne antibiotics and streptomycin. Streptomycin, for instance, is an
aminoglycoside that possesses antimicrobial activity towards many bacteria, such as Bacil-
lus subtilis, E. coli, certain strains of Salmonella, B. mycoides, B. cereus, and P. aeruginosa [86].
Several enzyme complexes can be produced by the secondary metabolism of bacteria. Type
I PKSs, known as modular/iterative, are multicatalytic enzymes, which give rise to known
natural products, such as macrolides (erythromycin) and polyenes (nystatin). On the
other hand, type II aromatic PKSs are mono and bifunctional enzymes that interact during
the synthesis of polycyclic aromatic compounds, such as tetracycline or doxorubicin [87].
Polyketide synthase modules and other related proteins were annotated in the PATRIC
server (peg.1909). Antibiotic biosynthesis monooxygenase (ABM) is a protein superfamily
that is involved in the production of several antibiotics, playing an important role in the
biosynthesis of aromatic polyketides. ABM leads to a significant increase in antibiotic
production [88]. The PATRIC server identified an antibiotic biosynthesis monooxygenase
(peg.705), demonstrating another important sequence related to antimicrobial activity and
how rich is the genome. The PATRIC server also demonstrated several important pathways
related to antimicrobial activity to be further explored in the future.

These genomic analyses of an A. allosaccharophila strain fill in a knowledge gap for
this species, which has not been studied in such detail before. Furthermore, the A. allosac-
charophila AE59-TE2 genome has similarities with the enzybiotic zoocin A endopeptidase
sequences from streptococci bacteria. AE59-TE2 possesses a broad spectrum of inhibitory ac-
tivity, targeting gram-positive and gram-negative multidrug resistant pathogens. Genomic
analyses revealed important sequences associated with antimicrobial activity. Further anal-
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yses are required to better elucidate this antimicrobial substance, since it holds promising
biotechnological use for the health and food sectors.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/1ife12101492 /s1, Figure S1: Antibacterial activity of strain AE59-
TE2 against Escherichia coli. Nutrient agar plate containing two producers of antimicrobial substances
(AE59-TE2 and AE38.XC4), showing an inhibition halo against the E. coli indicator bacteria. The
method used was the agar diffusion assay (Tagg and McGiven, 1971); Figure S2: Flowchart depicting
the assembly steps; Table S1: Aeromonas type strain obtained from EZBio Cloud and used for MLSA
phylogenetic tree construction, in silico DDH and ANIL. Table.; Table S2: Statistics for raw and filtered
reads, Table.; Table S3: Results of in silico DDH analysis carried out with GGDC tool; Table S4: Result
of search for virulence genes with virulence factors database (VFDB) from ABRicate tool; Table S5:
AE59-TE2 genes annotated in the “Virulence, Disease and Defense” RAST category; Table S6: Result
of putative bacteriocins sequences identified by BOA tool and compared with RAST, GoFeat tool and
BACTIBASE tool result.
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CAPITULO 3

Metagenome Assembled Genome (MAG) da cultura mista 38-XC4, isolada do peixe
Caranx latus (xerelete), que € altamente antagbnica a patdégenos humanos.

3.1 - Introducao

Este topico sera uma breve introducdo da cultura mista 38-XC4, apresentando o
histérico da mesma, como a tentativa de isolamento realizada em Silva (2018). As
populacdes que compBem as comunidades microbianas exibem diversos tipos de
interacOes, essas podem ser benéficas ou ndo. Estas populacbes podem interagir e
cooperar entre si, favorecendo o crescimento e desenvolvimento das mesmas. Neste
capitulo, esta apresentada a cultura mista 38-XC4, que € a interacdo entre as bactérias da
espécie Aeromonas salmonicida e Acinetobacter pitti, da qual, juntas podem inibir
estirpes patogénicas, apresentando espectro de a¢ao voltado para Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae.

A principio considerava-se que esta era uma cultura pura contendo apenas a
espécie Aeromonas salmonicida. Para realizar o sequenciamento gendmico da estirpe
AE38-XC4, a bactéria foi cultivada em 04 mL de agua peptona-alcalina, por 24 horas a
28°C. Esse processo foi realizado para eliminar uma quantidade significativa de bactérias
de outros géneros e preservar as bactérias do género Aeromonas. Ap0Os esse processo,
essas bactérias foram semeadas em placas com o meio GSP (Glutamate Starch Phenol
Red Agar / agar amido glutamato vermelho de fenol) contendo 100uL de penicilina
(antibidtico) para 100 mL de meio, pelo periodo de 48 horas de incubacgdo, a temperatura
de 28°C. No meio GSP, as col6nias do género Aeromonas sdo capazes de acidificar o
meio e fazé-lo mudar de cor, indo do vermelho para o amarelo. Isso ocorre porque o
género Aeromonas degrada o amido presente no meio GSP. Este meio tem como nutriente
0 amido e o glutamato e muitos microrganismos ndo conseguem metabolizar esses
compostos, tornando assim, esse meio seletivo para Aeromonas e Pseudomonas. As
caracteristicas para ambas sdo: Aeromonas neste meio possuem colbnias grandes de
didmetro de 2-3mm, com a coloracdo amarela, rodeado por uma zona amarela, devido a

acidificacdo do meio. Ja as bactérias do género Pseudomonas possuem coldnias grandes
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de didmetro de 2-3mm de coloracdo azul-violeta, cercado por uma zona vermelho-violeta;
Enterobacteriaceae e outras bactérias possuem colbnias geralmente pequenas, com
crescimento atrasado e as vezes aspecto mucoide (Merck, 2008). Sendo assim, a coldnia
com morfologia caracteristica para o género Aeromonas (coloracdo amarela) foi
selecionada.

Apesar dessa etapa, a bactéria estudada como Aeromonas salmonicida, nomeada
de AE38-XC4 na dissertacdo de Silva, 2018, foi analisada in silico e revelou-se como
uma cultura mista. A cultura mista foi esgotada em diferentes meios de culturas
especificos para os géneros Aeromonas e Acinetobacter, porém ainda permaneceram
como uma cultura mista. Também foram analisadas por microscopia (Figura Il -
Apéndice), e as células de ambas as culturas se assemelham, sendo bacilos curtos. Entdo
a cultura foi tratada como um metagenoma e seus genomas foram montados
separadamente in silico, para a busca de genes que possam estar envolvidos na produgéo

de substancias antimicrobianas.

3.2 - Material e Métodos

A Figura 14 apresenta a metodologia utilizada no capitulo 3, o qual faz a analise
da cultura mista 38-XC4.
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CAPITULD 3: MAG DA CULTURA MISTA 38-XCU
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Figura 14: Representacdo dos materiais e métodos utilizados no capitulo 3. Figura feita com a ferramenta BioRender e Canva.
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3.2.1 Cultura mista 38-XC4, atividade antimicrobiana e espectro de acéo

Assim como a estirpe AE59-TE2, a cultura mista 38-XC4 também é oriunda da
colecdo de culturas do Laboratorio de Genética de Microrganismos Associados a
Alimentos e a Industria (LGMALI) e esta entre as 57 bactérias isoladas de branquias,
escamas e anus de peixes de feira-livre e da Lagoa Rodrigo de Freitas testadas para
verificar a atividade antimicrobiana. Ela foi a segunda cultura selecionada dentre as 38
bactérias que apresentaram atividade antimicrobiana contra estirpes patogénicas. A
cultura mista 38-XC4 foi isolada de peixe da espécie: Caranx latus, de nome popular
Xerelete, coletado de feira-livre localizada no bairro Vila Isabel, cidade do Rio de Janeiro,
RJ, Brasil (-22.910468, -43.240857).

3.2.2 Extracdo de DNA e sequenciamento Illumina

Para realizar a extracdo de DNA, a cultura mista 38-XC4 foi incubada em &gua
peptonada alcalina (APA) a 30°C por 24h e entdo foi cultivada por esgotamento em meio
seletivo GSP (Merck, Alemanha) a 30°C por 48h. Apo6s o tempo de incubagdo, uma
coldnia isolada com a coloragdo amarela, tipica do cultivo do género Aeromonas em meio
GSP, foi selecionada para executar a extragdo de DNA. O método utilizado para efetuar
a extracao de DNA foi o CTAB (Ausubel et al., 1997). Para o sequenciamento do genoma
completo (WGS, do inglés Whole Genome Sequencing) a plataforma MiSeq Illumina (Rio
de Janeiro, Brasil) foi selecionada. Para isso, foi utilizado 1 pg de gDNA para construir
a biblioteca paired-end (2 x 300 pb) com o kit de Preparacdo de Amostras de DNA
Nextera XT (lllumina, SanDiego, CA, EUA).

3.2.3 Processamento de dados e montagem dos contigs e bins pela técnica

Metagenome assembled Genome (MAG) e diagrama do mapa circular dos bins

As leituras brutas geradas pelo sequenciador foram analisadas pela ferramenta
FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010), podendo assim verificar a qualidade do
sequenciamento. O corte de qualidade foi feito com a ferramenta Trimmomatic v0.39
(Bolger et al., 2014), a qual foi usada para fazer o controle de qualidade das leituras com
um indice de qualidade Phred >30, removendo adaptadores, bases indefinidas (N) e
leituras pequenas (<36 pb). Apds a limpeza das leituras pelo filtro de qualidade, a
ferramenta MetaSPAdes v3.15.0 (Bankevich et al., 2012) foi usada para montar 0s

contigs. Além de montar os contigs, a técnica de Metagenome Assembled Genome
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(MAGs) foi empregada para separar as sequéncias em bins. Para isso, foi necessario fazer
0 mapeamento entre as sequéncias oriundas da montagem dos contigs e as leituras brutas
geradas pelo sequenciamento, esta etapa foi realizada pela ferramenta Bowtie2 v.2.4.1
(Langmead & Salzberg, 2012) e Samtools v1.11 (Li et al., 2009), as quais geraram um
arquivo no formato (.bam). Para a montagem dos bins foi utilizada a ferramenta
MetaBAT2 v2:2.15 (Kang et al., 2019).

Para verificar a qualidade da montagem e dos bins foram empregadas as
ferramentas MetaQUAST v5.0.2 (Mikheenko et al., 2018), que gera as métricas da
montagem e a ferramenta CheckM v1.1.3 (Parks et al., 2014) que verificar a completude
e contaminac&o dos bins. Os dois bins foram plotados com a ferramenta Circular Genome
Viewing (CGView) (Grant & Stothard, 2008).

3.2.4 Taxonomia e arquivo consenso das sequéncias do gene que codificam o rRNA
16S

Muitas vezes, durante a montagem dos bins pela técnica Metagenome Assembled
Genome (MAG), ndo ha a presenca do gene que codifica o rRNA 16S. Isso pode ocorrer
devido ao gene que codifica o rRNA 16S ser conservado e repetitivo, sendo dificil
classificad-lo no momento de formar os bins (Nayfach et al., 2019; Vosloo et al., 2021).
Por isso, ao finalizar a montagem dos bins, pode-se observar que esse gene néo estava
presente nos arquivos montados e sim estavam em arquivos separados. Para solucionar
esse problema, apds as analises preliminares de identificacdo das espécies de estudo, foi

necessario adiciona-los manualmente em suas determinadas montagens.

Foi gerado um arquivo consenso das sequéncias do gene que codifica 0 16S rRNA
e este foi adicionado em cada arquivo bin fasta. Para isso, 0 genoma representativo de
cada bin foi baixado do NCBI e entdo, a ferramenta Barrnap v0.9 (Seemann, 2013) foi
executada para encontrar as sequéncias do gene que codifica o rRNAs 16S. O préximo
passo foi realizar o mapeamento entre o gene que codifica o rRNA 16S de cada genoma
representativo e as leituras brutas da nossa cultura mista, esta etapa foi feita com as
ferramentas Bowtie2 v.2.4.1 (Langmead & Salzberg, 2012) e samtools v1.11 (Li et al.,
2009), gerando o arquivo no formato bam para cada genoma de estudo. O arquivo no
formato (.bam) foi convertido em vcf (do inglés, Variant Call), que € um formato de
chamada de variante, e assim, o consenso foi gerado pela ferramenta BCFtools v1.9
(Danecek et al., 2021).
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Como mencionado anteriormente, foi realizada uma identificacdo preliminar de
cada bin, que foi feita com a ferramenta CheckM v1.1.3 (Parks et al., 2014), pelo uso do
parametro de linhagem. Outras analises foram empregadas pelo uso da plataforma online
JSpeciesWS v3.8.3 (Richter et al., 2016). A anélise de correlacdo de tetranucleotideo
(TCS, do inglés Tetra Correlation Search) v3.8.3, que se baseia nas frequéncias de
tetranucleotideos e no coeficiente de correlacdo, utilizando o genoma de estudo contra
todos os genomas de referéncia contidos no banco de dados (GenomesDB) da plataforma.
A andlise de indice de correlagdo de assinatura de tetranucleotideo (TETRA, do inglés
Correlation indexes of their Tetra-nucleotide signatures), que faz a analise estatistica e
sem alinhamento de padr@es de uso de Tetranucleotideos. Por ultimo nesta plataforma, a
analise de identidade nucleotidica média (ANI, do inglés Average Nucleotide Identity) foi
realizada para verificar a probabilidade de genomas pertencerem a mesma espécie. Essas
duas ultimas analises utilizam o genoma de estudo e genomas selecionados pelo usuério,

podendo ser adicionados manualmente ou pelo préprio banco de dados do servidor.

Assim como para 0 genoma AE59-TE2, também foi gerada uma arvore para cada
genoma oriundo do 38-XC4 por meio da técnica multilocus sequence analysis (MLSA).
Sendo que para a amostra AE38-XC4 foram utilizados os seguintes genes de manutencéo
(HK, do inglés Housekeeping Genes) recA, gyrB, gltA, metG, groL e 16S rRNA (Colston
et al., 2014) e os genomas utilizados foram apresentados na Tabela 6. Como grupo
externo para enraizar a arvore foi utilizado o genoma Oceanimonas doudoroffi ATCC
27123. Ja para a amostra ACP38-XC4 foram utilizados os genes gltA, gyrB, gcd, recA,
groL, pgi, rpoD e 16S rRNA (Bartual et al., 2005) com 0s genomas apresentados na
Tabela 7. Como grupo externo foi utilizado o genoma da bactéria Moraxella catarrhalis
NCTC 11020.

Todos os genomas foram anotados com a ferramenta Rapid Prokaryotic Genome
Annotation (PROKKA) v1.14.6 (Seemann, 2014) e as sequéncias de cada gene foram
concatenadas para construir “supergenes”. Foi realizado um alinhamento multiplo de
sequéncias, no qual as lacunas (GAPS) foram removidas pelo uso da ferramenta BioEdit
v7.2.5 (Hall et al., 1999). As analises filogenéticas foram feitas usando o software
MEGAL1 (Tamura et al., 2021). Uma arvore filogenética foi inferida usando o método
méaxima verossimilhanca (ML, do inglés Maximum Likelihood) e 0 modelo General Time

Reversible (GTR). A distribuicdo gamma discreta foi usada para modelar diferengas de
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taxa evolutiva entre sitios, permitindo que alguns sitios fossem evolutivamente

invariaveis. O teste de bootstrap foi realizado com 1000 réplicas.

Tabela 6: InformacOes das estirpes tipo do género Aeromonas (MAG2- Aeromonas

salmonicida AE38-XC4) utilizadas para gerar a arvore filogenética pela analise MLSA.

Estirpe Tipo NCBI ID
A. allosaccharophila CECT 4199 GCA _000819685.1
A. aquatica AE235 GCA_000764655.1

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

. australiensis CECT 8023

. bestiarum CECT 424227

. bivalvium CECT 7113

. caviae CECT 838

. dhakensis CIP 1077500

. diversa CECT 4254

. encheleia CECT 4342

. enteropelogenes CECT 4487

. eucrenophila CECT 4224

. finlandensis 4287 CECT 8028T

. fluvialis LMG 24681

. hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966
. jandaei CECT 4228

. lacus AE122

. media CECT 4232

. piscicola LMG 24783

. popoffii CIP 105493

. rivuli DSM 22539

. salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784
. salmonicida subsp. pectinolytica 34mel
. sanarellii LMG 24682

. simiae CIP 107798

. sobria CECT 4245

. taiwanensis LMG 24683

. tecta CECT 7082

. veronii CECT 4257

Oceanimonas doudoroffi ATCC 27123

GCA _000819725.1
GCA _000819745.1
GCA_000819765.1
GCA_018360005.1
GCF_000820305.1
GCA_000819805.1
GCA_000819825.1
GCA _000819845.1
GCA_000819865.1
GCA_000764645.1
GCA_000819885.1
GCA_000014805.1
GCA_000819955.1
GCA_000764665.1
GCA_000819985.1
GCA_000820005.1
GCA_000820025.1
GCA 020149575.1
GCA_000647955

GCA_002735225.1
GCA_000820085.1
GCA_000820125.1
GCA_000820145.1
BAWK01000004

GCA_000820185.2
GCA 000820225

GCA_002242685.1
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Tabela 7: Informagdes das estirpes tipo do género Acinetobacter (MAG1- Acinetobacter

pittii ACP38-XC4) utilizadas para gerar a arvore filogenética com a analise MLSA.

E

stirpe Tipo

NCBI ID

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

. albensis ANC 4874

. apis ANC 5114

. baumannii ATCC 19606

. bereziniae LMG 1003

. bouvetii DSM 14964

. brisouii CIP 110357

. calcoaceticus DSM 30006

. cumulans WCHAc 060092
.equi 114

. geminorum J00019 DSM 111094
. guerrae AC1271

. haemolyticus CIP 64.3

. halotolerans R160

. johnsonii CIP 64.6

. junii CIP 64.5

. lactucae NRRL B-41902
. nosocomialis NIPH 2119
. oleivorans DR1

. pittii ATCC 19004

. proteolyticus NIPH 809

. radioresistens DSM 6976
. schindleri CIP 107287

. seifertii NIPH 973

. septicus AKOO01 DSM 19415
. soli CIP 110264

. terrestris ANC 4471

. ursingii DSM 16037

. variabilis NIPH 2171

Moraxella catarrhalis NCTC 11020

GCF_900095025.1
GCF_900197575.1
GCF_009035845.1
GCF_000368925.1
GCF_018324105.1
GCF_000488275.1
GCF_000248175.1
GCF_003024525.3
GCF_001307195.1
GCF_013009345.1
GCF_003611455.1
GCF_003323815.1
GCF_004208515.1
GCF_000368045.1
GCF_000368765.1
GCF_001605885.1
GCF_000368085.1
GCF_000196795.1
GCF_000369045.1
GCF_000367945.1
GCF_000248115.1
GCF_000368625.1
GCF_000368065.1
GCF_019355975.1
GCF_000368705.1
GCF_004331155.1
GCF_000248135.1
GCF_000369625.1
GCF_900476075.1
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3.2.5 Anotacéo funcional e comparacéo dos bins com os genomas de referéncia

A anotacdo dos bins foi realizada com a ferramenta PROKKA: Rapid Prokaryotic
Genome Annotation v 1.12 (Seemann, 2014), utilizando o parametro “--metagenome”.
Com o mesmo propdsito também foi utilizada a ferramenta Pathosystems Resource
Integration Center (PATRIC) v.3.6.9 (Brettin et al., 2015; Davis et al., 2020) que permite
a interacdo por interface grafica, para analisar o genoma. Genomas representativos do
NCBI para cada espécie foram selecionados e entdo foi realizada a anotacdo funcional
com a mesma ferramenta utilizada para os bins. Os genomas representativos foram:
Acinetobacter pittii strain PHEA-2 (Acesso NCBI: GCA 000191145.1) e Aeromonas
salmonicida strain SRW-OG (Acesso NCBI: GCA 012931585.1). Apds, 0s genomas
representativos e o bins gerados neste trabalho foram comparados com a ferramenta
Orthoveen 2 (Xu et al., 2019), para verificar o nimero de clusters e proteinas de cada
genoma. As ferramentas KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) (Moriya et al.,
2007) e KEGG Mapper Reconstruction (Kanehisa & Sato, 2020) foram utilizadas para
fazer a atribuicdo de ortologia e 0 mapeamento das vias metabdlicas, os graficos dessa
andlise foram gerados pelo uso da ferramenta R (R Core Team, 2022). A busca por
sequéncias de plasmideos foi realizada pela ferramenta PlasmidFinder 2.1 (Carattoli &
Hasman,2020).

3.2.6 Mineracao de genes relativos a atividade antimicrobiana

Para buscar genes relacionados a producéo de substancias antimicrobianas, alguns
métodos foram empregados. A ferramenta Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis
Shell (AntiSMASH) v6.0.1 (Medema et al, 2011; Blin et al, 2021;

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) fez a anotacdo de metabolitos

secundarios e a busca por bacteriocina. Além de comparar 0s genomas, a ferramenta
Orthoveen 2 (Xu et al., 2019), também foi utilizada para realizar a busca por proteinas de
interesse que estejam relacionadas com a producéo de substancias antimicrobianas. Para
isso, foram utilizadas as seguintes palavras-chaves: bacteriocina, antibiético, colicina,
microcina, endopeptidase, endonuclease, policetideos (PKS) e ramnolipidios. As
ferramentas KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) (Moriya et al., 2007) e KEGG
Mapper Reconstruction (Kanehisa & Sato, 2020) também foram utilizadas para verificar

as vias relacionadas a producdo de substancias antimicrobianas.
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Para uma busca mais ampla das proteinas relacionadas a bacteriocinas, a
ferramenta BLASTp v.2.11.0+, ultima atualizacdo 03/11/2020 (Altschul et al., 1990) foi
utilizada com os bancos de dados oriundos das ferramentas Bacteriocin Genome Mining
tool (BAGEL) classe 111 com a versdo mais atual do banco de dados atualizado no dia 21
de dezembro de 2021 (Van Heel et al., 2013), BACTIBASE com a ultima atualizacéo do
banco de dados realizada no dia 20 de maio de 2017 (Hammami et al., 2010) e algumas
proteinas de producdo de bacteriocinas, como a de produgdo da zoocina (ZooA) e a de
producdo da colicina V (Cvpa) oriundas do banco de dados do servidor UniProt (UniProt
consortium, 2021). Todos esses bancos de dados foram utilizados contra a anotacao dos
genomas (fasta aminoacido /.faa) feita anteriormente com a ferramenta PROKKA v1.14.6
(Seemann, 2014).

3.3 - Resultados

3.3.1 - Cultura mista 38-XC4 e sua atividade antimicrobiana e espectro de acao
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A cultura mista 38-XC4 inibiu cinco estirpes clinicamente relevantes,
contabilizando bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo elas: K. pneumoniae
KPC, K. pneumoniae ESBL, K. pneumoniae ATCC 13883 ESBL, S. aureus HIVV86ae S.
aureus ATCC 5538 (Figura 15).

Estirpes indicadoras
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Figura 15: Dendrograma mostrando o resultado do teste de atividade antimicrobiana de
22 estirpes do género Aeromonas spp. e a cultura mista 38-XC4 contra 16 estirpes
indicadoras patogénicas.
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3.3.2 - Extracao de DNA da 38-XC4 e sequenciamento dos genomas

O sequenciamento paired-end com a plataforma Illumina MiSeq resultou em
1.661.394 leituras brutas. Os resultados do sequenciamento estdo apresentados na Tabela
8.

Tabela 8: Dados do sequenciamento e analise original do genoma da estirpe AE38
(cultura mista 38-XC4).

AE38/38-XC4
Leituras Brutas

R1 R2
# Leituras 1.661.394 1.661.394
Total de bases 310.020.567 327.370.348
Tamanho médio (pb) 186.60 (£96.07) 197.05 (£ 102.36)
%GC 53.83 53.59
# Sequéncias com N 5.332 (0,33%) 5.426 (0,33%)

3.3.3 - Processamento de dados e montagem dos contigs da 38-XC4 e bins pela

técnica Metagenome Assembled Genome (MAG)

O controle de qualidade foi realizado pela ferramenta Trimmomatic, sendo que
1.174.934 leituras passaram pelo filtro de qualidade, sendo 162.460.304 pb para R1
(forward) e 144.507.231 bp para R2 (reverse) (Tabela 9).

Tabela 9: Meétricas das sequéncias brutas e filtradas da etapa de controle de qualidade
da cultura mista 38-XC4.

Pré-processamento: Controle de qualidade das leituras

Leituras brutas Leituras filtradas
R1 R2 R1 R2
#leituras 1,661,394 1,661,394 1,174,934 1,174,934
#Bases (bp) 310.020.567 327.370.348 162.460.304 144.507.231

A ferramenta MetaSPAdes utilizada para montar os contigs, resultou em 375
contigs com um comprimento total de 8.575.585 bp tendo o maior contig o tamanho
maximo de 385.946 bp.
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Para a montagem dos bins, a ferramenta MetaBAT2 v2:2.15 foi utilizada, gerando
2 bins. As analises com as ferramentas CheckM e MetaQUAST mostraram que MAG1
tem um tamanho total de genoma de 3.823.853 pb contendo 84 scaffolds, sendo que o
maior possui 216.891 pb. Além disso, outras métricas foram coletadas, como: N50 com
valor de 83.113 pb, L50 com 16 scaffolds e o conteddo G+C com 38,8% (Figura 16). Para
MAG?2, as analises mostraram resultaram em um tamanho total de genoma de 4.560.861
pb com 50 scaffolds, o maior scaffolds possuindo o tamanho de 385.946 pb e as métricas
N50 com 134.522 pb, L50 com 12 scaffolds e o contetdo G+C de 58,8% (Figura 17). Os

resultados de todas as métricas estdo presentes na Tabela 10.

Tabela 10: Meétricas de montagens do MAG da cultura mista 38-XC4.

MetaBAT?2
MetaSPAdes

Métricas MAG 1 MAG 2
Scaffolds 375 84 50

# Tamanho (bp) 8,575,585 3,823,853 4,560,861
Maior contig (bp) 385,946 216,891 385,946
N50 108,003 83,113 134,522
L50 26 16 12
Contelido GC% 49,57% 38,80% 58,80%
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Figura 16: Mapa gendmico circular do MAG1, Acinetobacter pittii ACP38-XC4, da
cultura mista 38-XC4. Os contigs foram representados pelas setas nas cores azul e roxo.
O circulo cinza é contetldo G+C; O circulo laranja representa 0 GC-SKEW na fita positiva
e o circulo rosa representa 0 GC-SKEW na fita negativa. Os genes anotados com a

ferramenta CARD sdo marcados em vermelho.

133



B orF
B cArRD - '

B GC Content imiH
i}.l oty
p "” “PJ.

M GC Skew+ )
B GC Skew- 797
\q"\ '_
B » ‘Pwl'"'”l’ €,

L 4.5 Mbp A%N by
. 05MBn - Y L

+ 4.0 Mbp

1.0 Mbp ~
Aeromonas salmonicida

AFI8.XCY

Figura 17: Mapa genémico circular do MAG2, Aeromonas salmonicida AE38-XC4, da
cultura mista 38-XC4. Os contigs foram representados pelas setas nas cores roxo e rosa.
O circulo cinza é conteudo G+C; O circulo rosa representa 0 GC-SKEW da fita positiva
e o circulo azul representa 0 GC-SKEW da fita negativa. Os genes anotados com a

ferramenta CARD estdo marcados em vermelho.
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3.3.4 - Identificacéo taxonémica dos bins separados da cultura mista 38-XC4

A identificacdo preliminar das espécies dos MAGS feita com a ferramenta
CheckM resultou em UID4705 g_ Acinetobacter para o MAG1l e UID4828
g__Aeromonas para 0 MAG2.

A analise ANI para 0 MAGL1 resultou em uma pontuacéo de 96,54% para a estirpe
tipo Acinetobacter pittii ATCC 19004 (Figura 18) e para 0 MAG2 resultou em uma
pontuacdo de 97,06% para a estirpe tipo Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica
34mel (Figura 19).

Acinetobacter pittii ATCC 19004
Acinetobacter geminorum J00019 DSM111094
Acinetobacter lactucae NRRL B-41902

Acinetobacter oleivorans DR1
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Acinetobacter seifertii NIPH973
Acinetobacter nosocomialis NIPH 2119
Acinetobacter junii CIP 64.5
Acinetobacter proteolyticus NIPH 809
Acinetobacter haemolyticus CIP 64.3
Acinetobacter halotolerans R160
Acinetobacter septicus AK001 DSM19415 80
Acinetobacter ursingii DSM 16037 80
Acinetobacter guerrae AC1271 o
Acinetobacter bereziniae LMG 1003
Acinetobacter terrae ANC 4282

Acinetobacter equi 114

Acinetobacter terrestris ANC 4471 CCM8985

matrix_62
100

Acinetobacter variabilis NIPH 2171
Acinetobacter cumulans WCHAc060092
Acinetobacter albensis ANC 4874
Acinetobacter johnsonii CIP 64.6
Acinetobacter soli CIP 110264
Acinetobacter radioresistens DSM 6976
Acinetobacter brisouii CIP 110357
Acinetobacter schindleri CIP 107287
Acinetobacter bouvetii DSM 14964
Acinetobacter apis ANC5114

V_EI_—-;%?

ANIb [%] I

Figura 18: Mapa de calor com os resultados da analise ANI para MAG1, Acinetobacter
pittii ACP38-XC4, mostrando maior similaridade com a estirpe Acinetobacter pittii
ATCC 19004, com 96,54%.
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Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CIP 103209

Aeromonas piscicola LMG 24783
4‘:[ Aeromonas bestiarum CECT 4227
Aeromonas popoffii CIP 105493

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966
Aeromonas hydrophila subsp. ranae CIP 107985
Aeromonas dhakensis CIP 107500

Aeromonas encheleia CECT 4342

Aeromonas media CECT 4232

Aeromonas allosaccharophila CECT 4199

Aeromonas aquatica AE 235 matrix_12
Aeromonas sanarellii LMG 24682 100
Aeromonas eucrenophila CECT 4224 95
Aeromonas finlandensis 4287D 90
Aeromonas fluvialis LMG 24681 85
Aeromonas caviae CECT 838 80
Aeromonas sobria CECT 4245 75

Aeromonas enteropelogenes CECT 4487
Aeromonas australiensis CECT 8023
Aeromonas lacus AE122

Aeromonas jandaei CECT 4228

Aeromonas bivalvium CECT 7113
_E Aeromonas rivuli DSM 22539
Aeromonas molluscorum 848
Aeromonas simiae CIP 107798
—L Aeromonas diversa CECT 4254
Aeromonas schubertii ATCC 43700

ANIb [%]

Figura 19: Mapa de calor com os resultados da anélise ANI para 0 MAG2, Aeromonas
salmonicida AE38-XC4, mostrando que a estirpe de estudo MAG2 é mais semelhante

com a estirpe Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel, com 97,06%.

A inferéncia da arvore filogenética MLSA agrupou o MAG1, nomeado de
ACP38-XC4, junto com a estirpe tipo Acinetobacter pittii (Figura 20). Para 0 MAG2, a
arvore MLSA resultou em um grupo entre a cepa AE38-XC4 e Aeromonas salmonicida.
(Figura 21). As analises do MLSA corroboram com o resultado preliminar da ANI.
Portanto, MAG1 foi denominado Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e MAG2 foi

denominado Aeromonas salmonicida AE38-XC4.
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Figura 20: A arvore filogenética da analise MLSA da estirpe Acinetobacter pittii ACP38-XC4,
usando oito genes de manutencéo (gltA, gyrB, gcd, recA, groL, pgi, rpoD e 16S rRNA) e vinte e
oito estirpes tipo do género Acinetobacter. O grupo externo usado foi Moraxella catarrhalis
NCTC 11020. O método de mé&xima verossimilhanca (ML) e o modelo de tempo geral reversivel
(GTR, do inglés General Time Reversible Model) foram usados para inferir a &rvore com uma

distribuicdo Gama discreta (+G) usada para avaliar taxa de variacdo entre os sitios dos
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Figura 21: A arvore filogenética da analise MLSA d

a estirpe AE38-XC4 Aeromonas

salmonicida usando seis genes de manutencdo (recA, gyrB, gltA, metG, groL e 16S

rRNA), vinte e oito estirpes tipo do género Aeromonas e uma estirpe do da espécie

Oceanimonas doudoroffii ATCC 27123, como grupo externo. O método de maxima

verossimilhanga (ML) e o modelo reversivel de tempo geral (GTR, do inglés General

Time Reversible Model) foram usados para inferir a arvore com uma distribuicdo Gama

discreta foi usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre os sitios, permitindo
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que alguns sitios sejam evolutivamente invariaveis. O teste bootstrap foi realizado com

1000 réplicas.

3.3.5 Anotacéo funcional e comparacéo dos bins separados da cultura mista 38-
XC4 com os genomas de referéncia

A anotacdo funcional com a ferramenta PROKKA para MAG1 Acinetobacter
pittii ACP38-XC40 identificou 3.637 sequéncias de codificacdo (CDS), 0 rRNA, 46
tRNA e 1 tmRNA. Ja para o genoma da MAG2 Aeromonas salmonicida AE38-XC4,
foram anotadas 4.128 sequéncias de codificagdo (CDS), 1 rRNA, 64 tRNA e 1 tmRNA.

Além disso, a anotacao funcional realizada pela ferramenta PATRIC para MAG1
Acinetobacter pittii ACP38-XC4 resultou em 3.744 sequéncias de codificacdo (CDS) e
48 tRNAs. O banco de dados Victors identificou 6 genes para fatores de viruléncia,
enquanto o VFDB identificou 1 gene. TCDB anotou 27 genes transportadores. O
DrugBank identificou 10 genes e o TTD 2 genes. A busca por resisténcia a antibioticos
resultou em 42 genes identificados pelo PATRIC, 17 genes anotados pelo CARD e 2
genes descobertos pelo NDARO.

Jé& para o0 genoma da MAG2 Aeromonas salmonicida AE38-XC4, a ferramenta de
anotacdo do PATRIC, identificou 4.279 sequéncias de codificacdo (CDS), 67 tRNAs e 1
rRNA. Victors e o VFDB identificaram 26 e 15 genes de fatores de viruléncia,
respectivamente. TCDB anotou 30 genes transportadores. O DrugBank identificou 36
genes e 0 TTD 4 genes. Card identificou 6 genes de resisténcia a antibiéticos, PATRIC
revelou 37 genes e NDARO previu 3 genes. Os resultados oriundos da anotacgdo realizada

com a ferramenta PATRIC estdo disponibilizados na Tabela 11.
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Tabela 11: Tabela com os dados da anotacdo funcional realizada na plataforma PATRIC,

utilizando diversas ferramentas.

Ferramentas MAG1 / ACP38-XC4 MAG2 / AE38-XC4
Acinetobacter pittii Aeromonas salmonicida

CDS (PATRIC) 3.744 4.279
tRNA (PATRIC) 48 67
Fator de Viruléncia (Victors) 6 26
Fator de Viruléncia (VFDB) 1 15
Genes transportadores (TCDB) 27 30
DrugBank 10 36
TTD 2 4
Genes de Resisténcia (PATRIC) 42 37
Genes de Resisténcia (CARD) 17 6
Genes de Resisténcia (NDARO) 2 3

A ferramenta Orthovenn 2 utilizada para comparar os bins montados e 0s genomas

representativos de cada espécie de estudo, resultou em um total de 5.710 clusters, 4.573

clusters ortélogos e 1.137 clusters de genes de cdpia unica. O total de proteinas, clusters

e singletons estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Tabela da comparacao entre os bins e 0s genomas representativos de cada
espécie de estudo, através da ferramenta Orthoveen 2.

Genomas # Proteinas # Clusters # Singletons
MAG1: A. pitti ACP38-XC4 3,678 3,153 473
A. pitti PHEA-2 3,579 3,159 372
MAG2: A. salmonicida AE38-XC4 4,165 3,749 376
A. salmonicida SRW-0G1 4,126 3,749 322

Em relacdo ao nimero de clusters, os genomas de Aeromonas salmonicida

compartilham 3.714 clusters iguais e 35 clusters diferentes para cada genoma. Ja 0s

genomas de Acinetobacter pittii compartilnam 3.088 clusters iguais. O genoma A. pittii

PHEA-2 possui 20 clusters ndo compartilhados com 0 MAG2 e o genoma MAG2: A.

pittii ACP38-XC4 apresenta 65 clusters ndo compartilhados com o genoma de referéncia.
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Ambos o0s genomas de referéncias foram comparados, tendo 1.248 clusters
compartilhados e 1.899 clusters apenas no genoma A. pittii PHEA-2 e 2.501 clusters
apenas no genoma A. salmonicida SRW-OG1. A comparacéo realizada entre os MAG1 e
MAG2 resultou em: 1.221 clusters compartilhados, 1.918 clusters para 0 MAG1- A. pittii
ACP38-XC4 e 2.528 clusters para 0 MAG2- A. salmonicida AE38-XC4 (Figura 22).
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Figura 22: Comparacdo da distribuicdo de cluster Genoma X Genoma. O primeiro
diagrama de Venn representa a compara¢do com o0s genomas de A. pittii, 0 segundo

representa a comparagdo entre os genomas de A. salmonicida, o terceiro representa a
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comparacdo entre 0 MAG1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e o MAG2- Aeromonas
salmonicida AE38-XC4 e o quarto representa a comparacdo entre 0S genomas
representativos Acinetobacter pittii PHEA-2 e Aeromonas salmonicida SRW-0OGL1.

A Figura 23 apresenta a comparagao entre os genomas pelos resultados da anélise
dos clusters de ortologos, pela qual pode-se observar que os genomas MAGI1-
Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e 0 genoma representativo Acinetobacter pittii PHEA-
2 compartilnam 3.159 clusters, formando um grupo mais semelhante. Ja 0os genomas
MAG2 - Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e o genoma representativo Aeromonas
salmonicida SRW-OG compartilham 3.740 clusters, sendo semelhantes, formando um
outro grupo. Com isso, pode-se concluir que a técnica Metagenome Assembled Genome
(MAG) foi capaz de separar os dois genomas in silico, formando os bins de maneira
eficiente.
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Figura 23: Comparagdo dos genomas por matriz de similaridade dos ortologos de
clusters identificados. O mapa de calor apresenta os grupos ortélogos compartilhados
entre os genomas. MAG1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4; o genoma representativo
Acinetobacter pittii PHEA-2; MAG2 - Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e 0 genoma
representativo Aeromonas salmonicida SRW-OG.
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3.3.6 - Mineracao de genes relativos a atividade antimicrobiana

A ferramenta AntiSMASH anotou 6 clusters importantes para MAGI1-
Acinetobacter pittii ACP38-XC4, estando relacionados a: inibidor de protease contendo
beta-lactona (betalactona); agrupamento de peptideo sintetase ndo ribossdmica (NRPS,
do inglés Non-ribosomal Peptide Synthetase) e uma homoserina lactona (Hserlactona);
cluster de arilpolieno (arylpolyene); sideréforo; produto de cofator redox e peptideo
sintetizado ribossomalmente e modificado poés-traducionalmente (Ripp-like, do inglés
Ribosomally Synthesized and Post-Translationally Modified Peptides Like) (Tabela 13).

Para o cluster de NRPS, foi encontrado um gene de biossintese central e este gene
foi analisado no servidor UniProt por BLAST, revelando 99,5% de identidade com o
peptideo sintetase ndo ribossomal/ gene dhbF (Uniprot/ Trembl: FOKJD3) de A.
calcoaceticus estirpe PHEA-2. Este gene codifica uma enzima para biossintese do

sideroforo bacilibactina.

Ainda analisando os resultados do servidor AntiSMASH, no cluster sideréforo
foram encontrados dois genes biossintéticos centrais e dois genes relacionados ao
transporte. Pelo BLAST realizado no servidor UniProt, pode-se confirmar que esses
genes estdo relacionados a sintese de aerobactina. Um gene com 65,10% de identidade
com o gene iucC de Acinetobacter stercoris, estd envolvido na sintese de aerobactina
(Uniprot/Trembl: A0A2U3MZA4), um sider6foro. No cluster de outros peptideos
sintetizados ribossomalmente ndo especificado e modificado pos-traducionalmente
(Other unspecified ribosomally synthesised and post-translationally modified peptide
product, RiPP) (RIPP-like) foi anotado um gene central de biossintese com 94,70% de
identidade com o gene ACIAD0933 / proteina UPF0276. Esta proteina pertence a uma
familia de proteinas ndo caracterizada UPF0276 (IPR007801), ap6s a analise com a

ferramenta InterProScan.
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Tabela 13: Resultado AntiSMASH e BLAST pela ferramenta UniProt para 0 MAGL -
Acinetobacter pittii estirpe ACP38-XC4.

BLAST do UniProt
AntiSMASH Entrada/
Cluster Acesso Proteina/Gene Identidade Organismo
Trembl/ A. calcoaceticus strain
FOKKWS8 Proteina acil-CoA sintetase/ acsF2 gene 97,50% PHEA-2
Swiss-prot/
Betalactona P13703 Hidroximetilglutaril-CoA liase/ mvaB 57,40% P. mevalonii
Trembl/ A. calcoaceticus estirpe
NRPS FOK]D3 Peptideo nao ribossémico sintetase / dhbF 99,50% PHEA-2
Swiss-prot/
Hserlactona BOFLN1 Acil-homoserina-lactona sintase / abal 94% A.baumannii
Swiss-prot/ P. aeruginosa estirpe
Arilpolieno Q02K94 3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintase 1 / fabB  56,20% UCBPP-PA14
Swiss-prot/ Estafiloferrina B sintase / sbnC gene S. aureus estirpe NCTC
Q2G1IN1 29,60% 8325/ PS47
2-[(L-alanin-3-ilcarbamoil)metil]-3-(2-
Swiss-prot/ aminoetilcarbamoil)-2-hidroxipropanoato S. aureus estirpe NCTC
Sideré6foro Q2G1MS8 sintase/ sbnF gene 36,60% 8325 /PS47
Swiss-prot/
P07780 Pirroloquinolina-quinona sintase / pqqC gene 99,60% A. calcoaceticus
Swiss-prot/
P07781 Proteina de ligagdo PqqA/ pqqD gene 98,90% A. calcoaceticus
Swiss-prot/
Redox-cofator  P07782 PqqA peptideo ciclase / pqqE gene 99% A. baumannii
. . Swiss-prot/ A. baylyi estirpe ATCC
RiPP-like Q6FDNO  UPF0276 proteina / ACIAD0933 79,40% 33305 / BD413 / ADP1

Para 0 genoma MAG2 - Aeromonas salmonicida AE38-XC4, o AntiSMASH

identificou 5 clusters de genes: um relativo a homoserina lactona; um para biossintese de

arilpolieno; dois relativos ao cluster de peptideo sintetase ndo ribossomal (NRPS) e um

relativo ao produto peptideo sintetizado

traducionalmente (Ripp-like) (Tabela 14).

ribossomalmente e modificado pos-
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No cluster RiPP-like foram encontrados um gene biossintético central e dois
genes reguladores, o gene biossintético central tem 52,60% de identidade com o gene
VP3015 / proteina UPF0276 de Vibrio parahaemolyticus sorotipo O3:K6 estirpe RIMD
2210633, esta proteina pertence ao grupo de familia de proteinas ndo caracterizadas
UPF0276, resultou da analise conduzida pelo InterProScan. E a andlise desta mesma
proteina de biossintese central na plataforma UniProt BLAST resultou em 82,2% de
identidade com a proteina contendo dominio DUF692/gene AHA 3086 (Uniprot/Trembl:
AOKMTY7) de A. hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 e esta proteina é homologa
a superfamilia tipo xilose-isomerase (InterPro: IPR036237), resultado do escaneamento

de dominios proteicos conduzido pelo InterProScan.

Outros cluster importantes encontrados pelo AntiSMASH para MAG2 A.
salmonicida AE38-XC4 foram o de peptideo sintetase ndo ribossémica (NRPS), que
representou 61% de identidade com o gene pmsD/ pseudomonina sintase PmsD de P.
entomophila estirpe L48; outro gene biossintético central com 31,5% de identidade com
0 gene dhbF/peptideo sintase ndo ribossémica bimodular (uma entrada revisada no
Uniprot/Swiss-prot: P45745) e um gene biossintético central dhbF que codifica uma
enzima relacionada a biossintese do siderdforo bacillibactina, uma classe de antibidticos
sideroforos. Além disso, outro gene apresentou 33,20% de identidade com o gene igrD /
Linear gramicidina sintase subunidade D (uma entrada revisada no Uniprot/Swiss-Prot:
Q70LM4).
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Tabela 14: Resultado AntiSMASH e BLAST com UniProt para 0 MAG2 - Aeromonas
salmonicida AE38-XC4

UniProt/ BLAST
AntiSMASH Entrada/
Cluster Acesso Proteina/Gene Identidade Organismo

Trembl/ Proteina contendo o dominio A. hydrophila subsp.

RiPP-like AOKMT?7 DUF692/AHA_3086 82,2% hydrophila ATCC 7966
Trembl/ 3-oxoacil-[acil-carrier-protein] A. hydrophila subsp.
AOKNMO sintase [I/ AHA_3382 gene 94,70% hydrophila estirpe ATCC 7966
Trembl/ 3-oxoacil-[acil-carrier-protein] A. hydrophila subsp.

Arilpolieno AOKNM3 sintase I / AHA_3385 gene 84,60% hydrophila estirpe ATCC 7966

Swiss-prot/  pseudomonina sintase PmsD/
NRPS Q1IALO pmsD gene 61% P. entomophila estirpe L48

Swiss-prot/  Peptideo sintase nio ribossémica
P45745 dimodular / dhbF gene 31,50% Bacillus subtilis estirpe 168

Swiss-prot/  Gramicidina sintase linear
NRPS Q70LM4 subunidade D/ IgrD gene 33,20% Brevibacillus parabrevis

Swiss-prot/  Acil-homoserina-lactona sintase/
Hserlactona  P70774 asal gene 99% A. salmonicida

A ferramenta Orthoveen 2 foi capaz de encontrar 10 hits para a palavra-chave
“Antibiotico”, sendo 8 hits relacionados a resisténcia aos antibioticos e os outros dois hits
estavam relacionados a producdo de antibidticos. Ambas as sequéncias, que Ssdo
relacionadas a producdo de antibidticos, foram encontradas nos genomas de MAG1-
Acinetobacter pittiit ACP38-XC4 e 0 genoma representativo Acinetobacter pittii PHEA-
2. A proteina 4-dedimethylamino-4-oxo-anhydrotetracycline transaminase OxyQ esta
relacionada a biossintese do antibiotico tetraciclina e oxitetraciclina. Ja a segunda é a
proteina diidroanticapsina 7-desidrogenase (BaaC) que esta envolvida na biossintese da
bacilisina, o qual inativa o dominio glutaminase da glucosamina sintetase, estando

presente no operon bacABCDEFG. Os resultados estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15: Resultado da busca por palavras-chaves na ferramenta Orthoveen 2. Os
resultados foram obtidos apenas para a palavra-chave antibiotico. As linhas destacadas
de cinza representam as proteinas relacionadas a producéo de antibioticos.

Conjunto de Swiss- Descricao Proteina
Genoma ID Prot ID GO Anotagao Orthoveen Fungdo UNIPROT Gene Organismo
Envolvido na resisténcia a bcer;
sulfonamida (sulfatiazol) e a bic4;
G0:0046677; biciclomicina (PubMed: bicR;
cluster P:response to antibiotic; Proteina de resisténcia a 2694948); Provavel translocase  sur; Escherichia coli
Todos* 213 P28246 1EA:UniProtKB-KW biciclomicina de membrana. suxA  (K12)
4-dedimethylamino-4-oxo-
G0:0017000; anhydrotetracycline
P:antibiotic biosynthetic transaminase OxyQ Envolvido na biossintese do
Acinetobacter cluster process; IEA:UniProtKB- {EC0:0000303|PubMed:18422 antibiotico tetraciclina, Streptomyces
i 4717 Q3S8P9 KW 316}Lay oxitetraciclina. oxyQ  rimosus
Catalisa especificamente a
Acido N-acetilmuramico 6- desfosforilacao de N-
G0:0046677; fosfato fosfatase acetilmuramato 6-fosfato Pseudomonas
cluster P:response to antibiotic; {EC0:0000303|PubMed:28351 (MurNAc-6P) para MurNac (Por aeruginosa
Todos 471 Q9HZ62 IEA:UniProtKB-KW 916} similaridade ); mupP  (ATCC 15692)
Canal externo da membrana,
necessario para o funcionamento
G0:0046677; de varios sistemas de efluxo ( por Vibrio cholerae
cluster P:response to antibiotic; Proteina de membrana similaridade ); Necessario para sorotipo 01
Acinetobacter 4937 Q9K2Y1 IEA:UniProtKB-KW externa TolC exportar citotoxina RtxA tolC (ATCC 39315)
Uma topoisomerase tipo Il que
G0:0046677; DNA gyrase subunit B superenrola negativamente o
cluster P:response to antibiotic; {EC0:0000255|HAMAP- DNA circular fechado de fita Escherichia coli
Todos 551 POAES7 IEA:UniProtKB-KW Rule:MF_01898} dupla (ds) gyrB 0157:H7
Pseudomonas
O componente da membrana putida
G0:0046677; Proteina da membrana externa de uma bomba de efluxo (Arthrobacter
cluster P:response to antibiotic; externa da bomba de efluxo de antibiético. Confere resisténcia siderocapsulatu
Acinetobacter 5138 Q9KJC1 IEA:UniProtKB-KW de antibidticos ArpC a numerosos antibiéticos arpC  s)
G0:0046677;
cluster P:response to antibiotic; Proteina de ligacdo a Escherichia coli
Todos 769 P02918 IDA:EcoCyc penicilina 1A Formagao da parede celular. mrcA  (K12)
G0:0017000; Diidroanticapsina 7-
P:antibiotic biosynthetic desidrogenase Parte do operon bacABCDEFG
cluster process; {EC0:0000303|PubMed:23 responsavel pela biossintese da Bacillus subtilis
Acinetobacter 5349 P39640 IEA:UniProtKB-KW 317005} bacilisina. baaC (168)
G0:0046677; modificacdo da fosfoetanolamina Salmonella
cluster P:response to antibiotic; Fosfoetanolamina que é necessaria para resisténcia typhimurium
Todos 810 P36555 IEA:UniProtKB-KW transferase EptA a polimixina eptA  (ATCC 700720)
O componente transportador de
G0:0046677; membrana interna do sistema de Pseudomonas
cluster P:response to antibiotic; Proteina de resisténcia a efluxo MexAB-OprM que confere aeruginosa
Acinetobacter 5384  P52002 IEA:UniProtKB-KW multiplas drogas MexB resisténcia a multiplas drogas. mexB  (ATCC 15692)

* Todos = MAG1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4; MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4; Aeromonas salmonicida SRW-
OG e Acinetobacter pittii PHEA-2.
* *Acinetobacter= MAGL1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e o0 genoma representativo Acinetobacter pittii PHEA-2.
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Subcategoria

P “|

A andlise de atribuicdo de ortologia e 0 mapeamento das vias metabdlicas

realizadas pelas ferramentas KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) (Moriyaetal.,

2007) e KEGG Mapper Reconstruction (Kanehisa & Sato, 2020) resultaram em: para

MAG1- A. pittii ACP38-XC4 seis categorias de grupos funcionais, sendo 40

subcategorias com o total de 3.288 genes ortdlogos; e para MAG2- A. salmonicida AE38-

XC4 seis categorias de grupos funcionais, sendo 42 subcategorias com o total de 3.835

genes (Figura 24 e 25).
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Figura 24: A anotacdo funcional de grupos ortélogos com as ferramentas KAAS e
KEGG Mapper Reconstruction do MAG1- A. pittii ACP38-XC4.
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Figura 25: A anotacédo funcional de grupos ortélogos com as ferramentas KAAS e KEGG
Mapper Reconstruction do MAG2- A. salmonicida AE38-XC4.

Em relacédo a producdo de substancias antimicrobianas, algumas categorias foram
analisadas, para MAG1- A. pittii ACP38-XC4, a categoria “Metabolismo” possui 12
subcategorias com 2.652 genes, sendo as principais: “Biossintese de metabolitos
secundarios” com 253 genes; “Metabolismo de terpenoides e policetideos” com 46 genes
e “Biossintese de outros metabolitos secundarios” com 46 genes. A subcategoria
“Biossintese de outros metabolitos secundarios” foi analisada e dentro desta temos uma
via “00998 Biossintese de varios antibidticos”, tais como: kanosamina, auraquina,
bacilisina, puromicina, dapdiamidas, fosfomicina, cremeomicina, pentalenolactona,

terpentecina, roseoflavina, cicloserina que contém 3 ortélogos (K02078/01070;
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K21721/01999 e K21949/01998). Dentre esses trés genes, vale ressaltar o gene sbnB que
é um precursor da estafiloferrina B e antibioticos, e o gene sbnA que codifica uma proteina
de biossintese de estafiloferrina B (SbnA), que é um sideréforo. J& para MAG2- A.
salmonicida AE38-XC4, a categoria “Metabolismo” possui 12 subcategorias com 2.879
genes. Sendo as principais: “Biossintese de metabodlitos secundarios” com 288 genes;
“Metabolismo de terpenoides e policetideos” com 27 genes e “Biossintese de outros

metabolitos secundarios” com 44 genes.

Outra andlise para buscar substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas, foi
realizada por meio da ferramenta BLASTp com os bancos de dados BAGEL (classe I11),
BACTIBASE e Genes de bacteriocinas para a producdo de zoocina e colicina V. Como
resultado, foram encontradas trés sequéncias para MAG1- Acinetobacter pittii ACP38-
XC4 com 36.29%, 35.65% e 35.21% de identidade com a sequéncia proteica de producéo
de Zoocina A (Uniprot: 054308 STRSZ). Esses resultados estdo apresentados na Tabela
16.

Tabela 16: Analise das sequéncias identificadas pelo BLASTp no banco de dados
BAGEL classe Il para MAGL1- Acinetobacter pittii ACP38-XC4.

BLASTp (Zoocin_A_UNIPROT_054308_STRSZ) X MAGL1 - Acinetobacter pittii ACP38-XC4 InterPro
. mism
Sequéncia Tamanho  atche gap q. g. s. s
PROKKA Identidade Alinhamento s opens start end start end evalue  bit score Dominio ID Posicdo
MLGADDLH_0 35.211 142 70 5 104 230 27 161 3.05e-16 68.2 Peptidase_M23 IPRO16047 176 - 269
1381
LysM_dom 1PRO18392 > %8
MLGADDLH_0 36.290 124 62 3 162 270 39 160 1.39e-16 69.7 Peptidase M23 IPRO16047 169 - 263
2352
Peptlda.sefamllyM23 IPRO40487  32-85
N-terminal domain
MLGADDLH_0 35.652 115 63 3 162 269 31 141 2.3le-11 54.7
- Pepti M2 IPR016047
2957 eptidase_M23 0160 128-222

E para MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4 foram encontradas quatro
sequéncias com 50%, 45.65%, 43% e 35.96% de identidade também com a sequéncia
proteica de producdo de zoocina A (Uniprot: 054308 STRSZ), resultados apresentados
na Tabela 17. Essas proteinas encontradas em ambos 0s genomas tém semelhanga com a
proteina de producdo da zoocina A, uma bacteriocina com ag¢do D-alanil-L-alanina
endopeptidase. Todas as sequéncias encontradas pelo BLASTp foram analisadas pela
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ferramenta InterProScan para verificar os dominios presentes nelas e os alinhamentos

estdo apresentados nas Figuras 26 e 27.

Tabela 17: Andlise das sequéncias oriundas do BLASTp contra o banco de dados
BAGEL Classe 11l para 0 MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4.

BLASTp (Zoocin_A_UNIPROT_054308_STRSZ) para o MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4 InterPro
Taman
L . ho q.
Sequéncia  Identida Ajinha mismatch gap star g. s. s
PROKKA de mento es opens t end start end evalue bitscore Dominio ID Posicédo
DHMOPRJE  50.000 94 38 2 297 382 45 137 4.62e-20 82.0 .
_03496 Peptidase_M23 IPRO16047 296 - 389

Csd3_N2 IPRO45g34 16° =284

Opacity-associated protein A

LysM-like domain PF04225  77-136

Opacity-associated protein A

N-terminal motif PF08525 7-33

DHMOPFJE  43.000 100 49 3 192 284 39 137 1.17e-16 705

_02144 Peptidase_M23 IPRO16047 108 292

DHMOPFJE 35965 114 56 3 172 269 45 157 7.43e-18  73.6

_02877 Peptidase family M23 PrO1s51 L1260
Peptl_dase faml_ly M23 N- PF18421  27-97
terminal domain

DHMOPFJE  45.652 92 43 2 319 403 45 136 3.60e-18  76.3 )

00457 PERLEE WY IPRO16047 318 - 411

Csd3 second domain PF19425 183 - 306

LysM domain profile. PS51782 98- 145

Opacity-associated protein A

LysM-like domain PF04225  96- 175
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Figura 26: Alinhamento Multiplo entre a proteina zoocina A, uma peptidase, da familia
M23/M37 de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (NUmero de acesso do
UniProtKB/SwissProt: 054308) e trés sequéncias do MAGL1- Acinetobacter pittii
ACP38-XC4, oriundas do resultado da anélise do BLAST. As posicGes 218-311 aa
mostram a regido do dominio da peptidase M23. O alinhamento multiplo foi colorido por
esquema de conservacao; as regifes com propriedades fisico-quimicas mais conservadas
sdo coloridas em laranja (cor mais escura) e os locais menos conservados séo coloridos

em amarelo (cor mais clara).
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Figura 27: Alinhamento Multiplo entre a proteina zoocina A, uma peptidase, da familia
M23/M37 de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (NUmero de acesso do
UniProtKB/SwissProt: 054308) e quatro sequéncias do MAG2- Aeromonas salmonicida
AE38-XC4, oriundas do resultado da analise do BLAST. As posi¢des 259-452 aa
mostram a regido do dominio da peptidase M23. O alinhamento multiplo foi colorido por
esquema de conservacao; as regifes com propriedades fisico-quimicas mais conservadas
sdo coloridas em laranja (cor mais escura) e os locais menos conservados séo coloridos

em amarelo (cor mais clara).
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3.4 - Discussao

A cultura mista 38-XC4, foi testada para a producdo de substancias
antimicrobianas e apresentou um espectro de acdo estreito, podendo inibir dois
importantes géneros bacterianos patogénicos, Klebsiella e Staphylococcus. Devido isso,
foi selecionada para ter o seu genoma sequenciado. Ao realizar o sequenciamento, pode-
se ver que a estirpe que foi originalmente designada como um isolado de Aeromonas
salmonicida AE38, na verdade era uma cultura mista, contendo o genoma de duas
bactérias de géneros distintos. Sendo assim, a forma como os dados dessa cultura mista
foram processados difere da metodologia descrita no capitulo 2 para a estirpe pura
Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2. Uma abordagem possivel para realizar a
separacdo in silico do genoma das duas bactérias é a técnica Metagenome Assembled
Genome (MAG), que € utilizada para montar genomas por meio de amostras de
metagenomas. MAG é um genoma pertencente a um tdxon Unico que resulta de dados
metagendmicos. Essa técnica utiliza as diferentes caracteristicas genémicas, como 0
conteddo G+C, cobertura de sequenciamento e diferencas entre bases para separar e

montar genomas de culturas mistas (Breitwieser et al., 2019).

Os genomas contidos na cultura mista foram separados com a ferramenta
MetaBAT?2, esta afirmacdo pode ser comprovada pela comparacdo dos resultados
apresentados na Tabela 10 e as métricas dos genomas representativos de cada espécie,
sendo: Acinetobacter pittii PHEA-2 com o tamanho total de 3.86 Mb em um scaffold e
Aeromonas salmonicida SRW-OG1, com um scaffold e o comprimento total de 4.62 Mb.
Assim como no trabalho de Ateba e colaboradores (2020) que coletou duas amostras de
metagenomas oriundos de cées para realizar a abordagem de montagem de genomas por
metagenémica, com a técnica Metagenome Assembled Genome (MAG), que conseguiu
isolar dois genomas dentro do metagenoma nomeado de D84, com 10.293.073 pb em 575
contigs. Os genomas foram separados, montados e identificados como pertencentes aos
géneros: Pseudomonas sp. estirpe NID84 e Acinetobacter sp. estirpe N2D84. Mostrando
assim, que a técnica é capaz de separar genomas e ja é aplicada nas pesquisas, como
relatada na literatura. Além dessa analise, a comparagdo realizada pela ferramenta
Orthoveen 2, que apresenta o numero de clusters contidos em cada genoma, mostra que
0s genomas montados apresentam uma quantidade de clusters semelhantes com o0s
representativos, mostrando a eficiéncia da técnica Metagenome Assembled Genome

(MAG) em separar os genomas da cultura mista. Outro indicio importante foi a analise
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da categoria de “Motilidade celular” anotado através da ferramenta KEGG e KAAS, pois
anotou menos genes para 0 género Acinetobacter e isso ocorre devido as estirpes do
género Acinetobacter serem imoveis, tendo motilidade apenas pela contragdo, uma

caracteristica do pilus na membrana celular (Bunnoy et al., 2019).

Apds separar 0os genomas foi realizada a identificagdo taxondmica dos MAGs. As
bactérias do género Acinetobacter formam um grupo heterogéneo, que ja sofreu diversas
modificag¢Oes taxonémicas, sendo considerado um género de dificil classificacdo a nivel
de espécie (Vijayakumar, Biswas & Veeraraghavan, 2019). Assim como, 0 género
Aeromonas que também precisa de analises mais precisas para a identificacao a nivel de
espécie, ja que as sequéncias dos genes que codificam o rRNA 16S sdo muito conservadas
e ndo possuem sinais genéticos para distinguir algumas espécies do género (Janda &
Abbott, 2010). Apds esta analise preliminar a nivel de género, foram realizadas diversas
outras abordagens para identifica-los a nivel de espécie, como: ANI e MLSA. Sendo
possivel verificar que ambas as andlises identificaram MAG1 como sendo pertencente a
espécie Acinetobacter pittii e MAG2 como Aeromonas salmonicida, mostrando que

ambas as técnicas foram capazes de classificar os MAGs a nivel de espécie.

Bactérias do género Aeromonas e Acinetobacter sdo encontradas em diversos
ambientes, podendo colonizar animais, como no artigo de Bunnoy e colaboradores
(2019), que relata a presenca do género Acinetobacter na pele de peixes de nome popular:
“bagres cabegudos” (Clarias macrocephalus). O género Aeromonas também ja foi
isolado de animais marinhos, como no trabalho de Wu e colaboradores (2019) que isolou
128 bactérias de peixes e 47 bactérias clinicas, as principais espécies encontradas foram:
Aeromonas caviae, A. dhakensis e A. veronii. Mostrando que o género esta difundido em
varios ambientes. Assim como os trabalhos mencionados, esta tese também comprova a
presenca dos géneros Aeromonas e Acinetobacter em amostras oriundas de peixes. Sendo
que, ambos 0s géneros sdo considerados oportunistas, podendo causar doencas em
humanos e outros animais, como 0s marinhos. Buscar genes relacionados a resisténcia
aos antibidticos também é fundamental devido ao historico de ambos os géneros. Atraves
das ferramentas PATRIC e Orthoveen 2 foi possivel encontrar genes relacionados a
resisténcia antimicrobiana, como os genes mupP (resisténcia intrinseca a fosfomicina),
arpC (bomba de efluxo de antibioticos) e eptA (resisténcia a polimixina). Mostrando que

ambos possuem genes relacionados a resisténcia a antibioticos. Buscar produtos do
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metabolismo com atividade microbiana também € importante, pois as bactérias
naturalmente possuem diversos mecanismos de defesa contra outras bactérias. Uma
dessas defesas é a producdo de substancias antimicrobianas, que possuem a capacidade

de inibir ou até matar microrganismos.

A multirresisténcia é um dos problemas de satide mais preocupantes na sociedade
moderna. Varios artigos cientificos relatam um ndmero crescente de microrganismos
apresentando resisténcia a varios antibioticos disponiveis (Mihlberg et al., 2020; Dahal
et al., 2020). Alguns géneros de bactérias ja sdo conhecidos por possuirem enzimas que
propiciam a resisténcia desses organismos frente aos antibioticos. Como o género
Klebsiella, que pode causar diversas infec¢des, sendo um patdgeno humano conhecido
como uma ameaca crescente a satde publica. Algumas estirpes do género Klebsiella séo
capazes de produzir a enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e assim,
apresentam grande resisténcia aos antimicrobianos conhecidos (Effah et al., 2020; Aires
et al., 2020). O género Staphylococcus apresenta resisténcia a multiplas drogas (Nicolae
Dopcea et al., 2020). Estirpes de Staphylococcus aureus podem ser resistentes a
meticilina (MRSA, do inglés Multiple-resistant Staphylococcus aureus) (Thai Son et al.,
2020). Essas estirpes sao de grande preocupacao por estarem presentes tanto em hospitais
guanto no meio ambiente (Oladipo, Oladipo & Bezuidenhout, 2019). A busca por novas
substancias antimicrobianas é de suma importancia para fazer o controle desses patdgenos
multirresistentes. Neste trabalho, visa-se buscar estirpes bacterianas que possam produzir
substancias antimicrobianas capazes de combater essas bactérias patogénicas
multirresistentes. No capitulo 2 e 3, diversas estirpes do género Aeromonas foram capazes
de inibir estirpes patogénicas. Sendo no capitulo 3 descrita a cultura mista 38-XC4, que
é capaz de inibir importantes géneros multirresistentes, como os géneros Klebsiella e
Staphylococcus, mostrando sua importancia biotecnolégica frente a esse problema de

salde publica.

Dentre as 57 amostras testadas, 38 estirpes foram positivas para o teste de
antagonismo, sendo capazes de inibir alguma das estirpes patogénicas utilizadas. A
cultura mista 38-XC4 e mais trés estirpes (AE32, AE35 e AE44) possuem um perfil
semelhante. A cultura mista 38-XC4 apresenta um espectro de acdo especifico, podendo
inibir os géneros Klebsiella e Staphylococcus. Na literatura ha relatos de estirpes do

género Aeromonas, descritos como produtoras de bacteriocinas (Moro et al., 1997;
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Gibson, Woodworth & George, 1998; Bondi et al., 2000; Messi et al., 2003; Lategan et
al., 2003; Khan et al., 2008). Tang e colaboradores (2020) anotaram um cluster de
bacteriocina no genoma da estirpe Aeromonas caviae SCAc2001, isolada de pacientes
com doenca diarreica. Estirpes do género Acinetobacter também demonstraram a
capacidade de produzir substancias antimicrobianas. Acinetobacter baumannii JE6
produz uma bacteriocina com atividade sobre microrganismos patogénicos,
nomeadamente Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhi ATCC 19214,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris e Bacillus cereus (Conceigdo et al., 2018). No
trabalho de Bunnoy e colaboradores (2019), os autores afirmam que apesar do género
Acinetobacter estar associado a patogenicidade humana e de animais aquaticos, ha a
necessidade de fazer a caracterizacdo de exemplares ambientais, para verificar os
potenciais benéficos ao meio ambiente. Com isso, foi realizada a caracterizacdo da
bactéria Acinetobacter estirpe KUO11TH, isolada do muco da pele de peixes de nome
popular: “bagres cabegudos” (Clarias macrocephalus), que apresentou atividade
antagbnica contra diversos patdgenos de peixes. O estudo foi realizado com o objetivo de

desenvolver um novo probiotico.

Os géneros Aeromonas e Acinetobacter sdo importantes produtores de substancias
antimicrobiana com potencial biotecnolégico, sendo uma pratica comum o
sequenciamento de genomas bacterianos para descobrir novas substancias promissoras.
As tecnologias de sequenciamento do genoma reduziram o tempo gasto em métodos
tradicionais de bioprospeccdo, permitindo, por exemplo, que os cientistas fagam uma
triagem massiva de novas substancias putativas (Egan et al., 2018). Esta tese caracterizou
0s genomas separados pela técnica Metagenome Assembled Genome (MAG), para buscar
genes relacionados a producdo de substancias antimicrobianas. Por meio do uso da
ferramenta AntiSMASH, para 0o MAG1 foi possivel anotar o gene dhbF que codifica uma
substancia descrita como pertencente a classe bacilibactina de antibiéticos sideréforo, que
tem a capacidade de inibir patdgenos resistentes a drogas, como S. aureus resistente a
meticilina, E. faecalis resistente a vancomicina, P. aeruginosa e K pneumoniae
(Chakraborty et al., 2022). O sideroforo catecolato bacilibactina da bactéria Bacillus
amyloliquefaciens MBI160 pode inibir P. syringae pv. em tomate e outros fitopatégenos
bacterianos e flngicos ndo susceptiveis a outras drogas (Dimopoulou et al., 2021). Os
genes dhbA e dhbF foram encontrados na cepa Acinetobacter pittii ACP38-XC4 e esta
cultura mista 38-XC4 foi capaz de inibir as bactérias S. aureus e K. pneumoniae.

157



Além disso, em MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4 foi identificado o
gene pmsD/pseudomonina sintase e este gene esta envolvido na biossintese do sideréforo
pseudomonina. Os sideroforos sdo compostos orgénicos com a capacidade de absorgao
de ferro, transportando esse metal importante para o crescimento das bactérias (Schalk,
2018). Um dos problemas dos antibioticos é a capacidade de eles atravessarem a parede
celular de bactérias Gram-negativas. Para solucionar esse problema sdo utilizadas as vias
de siderd6foros que atuam como transportadores de nutrientes. Os antibi6ticos ligam-se
covalentemente aos siderdforos formando um hibrido sider6foro-antibiético, que através
do sistema de transporte de captacdo de ferri-sideréforos conseguem entrar na célula,
contornando o problema de impermeabilidade da parede celular (Schalk, 2018). A
acinetobactina e a pseudomonina sdo quase isdmeros (Sattely e Walsh, 2008). A
acinetobactina é um sideroforo que possui trés grupos funcionais quelantes: o catecol, a
oxazolina/tiazolina e o hidroxamato (Wuest, Sattely & Walsh, 2009). Também relatado
por ser fator de viruléncia das bactérias que as possibilitam infectar e matar o hospedeiro
vertebrado (Gaddy et al., 2012). Além desses genes, também foi anotado o igrD/Linear
gramicidina sintase subunidade D. A gramicidina linear € um antibi6tico
pentadecapeptideo e sdo necessarios quatro ORFs (quadros de leitura aberta) para
codifica-los, IgrA, IgrB, IgrC e IgrD (Kessler et al., 2003). Os genes IgrB e IgrD foram
anotados pela ferramenta PROKKA no MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-XC4.

A busca por proteinas relacionadas com a atividade antimicrobiana, também foi
realizada pela plataforma BLASTP. Podendo verificar que tanto para MAGL -
Acinetobacter pittii ACP38-XC4, como para MAG2- Aeromonas salmonicida AE38-
XC4 foram encontrados genes relacionados a producdo de zoocina A, que é uma
bacteriocina descrita em bactérias da espécie Streptococcus equi subsp. zooepidemicus,
esta bacteriocina pode clivar o peptidoglicano de bactérias (Gargis et al., 2009; Chen et
al., 2013). Ao analisar as sequéncias no InterPro para verificar o dominio das proteinas,
foi possivel encontrar o dominio peptidase M23 que € caracteristico da Zoocina A. Esses
resultados mostram que ambos 0os MAGs possuem genes relacionados a producdo de

bacteriocinas, sendo semelhantes a zoocina A.

Ao analisar essa cultura mista oriunda de peixes, pode-se verificar que o estudo
metagenémico foi importante para separar os genomas in silico e avaliar 0os genes

funcionais, principalmente realizar a busca de genes relacionados a producdo de

158



substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas. Podendo comparar esses resultados,
com os resultados obtidos nos testes de antagonismos realizados na bancada. Mostrando
que a interacdo desses dois microrganismos € benéfica, e que a cultura mista é capaz de

inibir o crescimento de bactérias patogénicas, de interesse clinico.

3.5 - Conclusao

Por meio dos estudos apresentados neste capitulo, foi possivel concluir que a
metodologia aplicada para a montagem dos metagenomas da cultura mista 38-XC4
possibilitou reconstruir genomas com alta qualidade, os quais foram identificados como
MAG1 Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e MAG2 Acinetobacter pittii ACP38-XC4.
A busca por genes e proteinas relacionadas a produc¢éo de substancias antimicrobianas foi
possivel pela analise de conteldo génico para ambos 0s genomas, possibilitando a
identificacdo de genes envolvidos com a sintese de substancias, como zoocina A, que
podem ser usadas contra bactérias multirresistentes como S. aureus e K. pneumoniae.
Além disso, outras moléculas de interesse farmacéutico para controle de bactérias
patogénicas foram encontradas, como bacillibactina (antibidticos sideroforos),
aerobactina, gramicidina linear, sider6foro pseudomonina e proteinas ndo caracterizadas.
O sideroforo foi descrito como importante para uso com antibidticos contra bactérias
Gram-negativas, e alguns siderdforos tém atividade contra bactérias. Assim, os resultados
de nosso estudo podem ser utilizados como fonte para possiveis moléculas para combate
de bactérias multirresistentes, com isso a cultura mista tem grande aplicacdo

biotecnoldgica.
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Capitulo 4

Bioprospeccao de bacteriocinas em amostras de
agua e de peixes da espécie Serrasalmus rhombeus
(nome popular: piranha preta) do Rio Sao Benedito,

Para.
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CAPITULO 4

Bioprospeccdo de bacteriocinas em amostras de agua e de peixes da espécie
Serrasalmus rhombeus (nome popular: piranha preta) do Rio Sdo Benedito,

Para.

4.1 - Introducéo

Por meio dos estudos realizados nos capitulos 2 e 3 desta tese, pode-se levantar a
hipotese de que 0 ambiente aquatico e os peixes sdo importantes habitats de bactérias com
a capacidade de produzir substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas. Assim, por
meio dos peixes foi possivel isolar uma colecdo de estirpes do género Aeromonas com
grande capacidade antag6nica contra diversas estirpes patogénicas. Neste capitulo foi
investigado a hipdtese de que os peixes sao capazes de concentrar grupos de bactérias que
podem ser fontes de novas bacteriocinas.

Entdo para isso, foi realizada a bioprospecc¢éo de bacteriocinas in silico em quatro
metagenomas de agua do Rio Sdo Benedito, localizado no estado do Para. Ja para testar
a hipdtese de peixes como fonte de bactérias com genes de interesse, foram selecionadas
quatro espécies. Foram coletados cinco individuos dos peixes: Serrasalmus rhombeus
(nome popular: piranha preta), Cichla mirinae (nome popular: tucunaré de Fogo) e trés
individuos das espécies Zungaro zungaro (nome popular: jad) e Hydrolycus
scomberoides (nome popular: cachorra). O nimero de réplicas foi alterado devido as
condicBes do dia da pesca e logo apds as coletas das amostras, todos 0s peixes foram
devolvidos a natureza. Devido a grande quantidade de amostras, neste estudo, o peixe
Serrasalmus rhombeus foi selecionado para ser estudado primeiro, e os resultados estdo
apresentados neste capitulo. Esta espécie foi selecionada devido a sua capacidade
itinerante no rio, seu habito alimentar, ja que é predadora, e também pela importancia na
literatura, pois é uma espécie de peixe bastante conhecida. As amostras das outras
espécies encontram-se armazenadas em 1000 pl de &gua peptonada alcalina (APA) e
glicerol 20% a -80°C e serdo analisadas em trabalhos futuros do laboratorio. A agua
peptonada alcalina foi selecionada, pois € um meio de enriquecimento para 0 género
Aeromonas, qual ja apresentou um grande nimero de estirpes produtoras de bacteriocinas

nos capitulos anteriores.
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Dentre os cinco individuos do peixe da espécie S. rhombeus, foram coletadas uma
amostra de cada ponto para cada individuo: (A) boca, (B) branquias e (C) anus. Para
realizar a bioprospecgéo de substancias antimicrobianas na bancada, foram utilizadas as
bactérias isoladas dos trés grupos (boca, branquias e anus). J& para realizar a
bioprospeccdo in silico por meio das analises metagenémicas, apenas 0 grupo das

amostras oriundas do anus foi selecionado.

Para responder todas as hipdteses levantadas acima e atingir os objetivos desta
tese, foi necessério dividir este capitulo em duas partes: I- analises in vitro, através do
isolamento e testes realizados na bancada e Il- analises in silico, por meio da

metagenémica.

4.2 — Material e Métodos

As figuras 28 e 29 apresentam a metodologia do capitulo 4, o qual analisa 0s 5
metagenomas oriundos do peixe S. rhombeus e 4 metagenomas da dgua do Rio Séo

Benedito. A metodologia para este capitulo foi dividida em duas partes.

Para a parte |- andlises de bancada (Figura 28), as seguintes metodologias foram

empregadas:

1- Coleta dos peixes e das amostras

2- lIsolamento e identificacdo preliminar das bactérias de todas as amostras das
trés regides (boca, branquias e anus) dos cinco individuos do peixe S.
rhombeus. Para esta etapa, as bactérias foram inoculadas em caldo nutriente e
apos, foram realizados esgotamentos em placa contendo meio agar nutriente
para a obtencdo de col6nias isoladas. Para a identificacdo, a técnica de
espectrometria de massa por ionizagéo e dessorcao a laser assistida por matriz
por tempo de voo (MALDI-TOF) foi selecionada, mesmo sendo mais indicada
para estirpes clinicas, pois € um método rapido e mais acessivel para termos
uma identificacdo de género, visto que ndo foi possivel realizar uma
identificacdo mais precisa, com o uso do sequenciamento do gene que codifica
0 rRNA 16S.

3- Deteccdo da produgcdo de substéncias antimicrobianas por testes de

antagonismos.
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Figura 28: Representacdo do material e métodos utilizados neste capitulo 4 (Parte I).

Figura feita com a ferramenta BioRender e Canvas.

A parte 1l estd apresentada na Figura 29, a qual esta relacionada com analises de

bioinformética dos metagenomas, sendo as seguintes metodologias empregadas:

1. Extracdo e sequenciamento shotgun dos metagenomas oriundos dos quatro

pontos da agua e cinco oriundos da regido (C) anus dos peixes S. rhombeus.

O método de sequenciamento utilizado foi o do Illumina pelo equipamento

Miseq (LagBio, Parana-Brasil).

2. Processamento dos dados e montagem dos metagenomas. Os dados foram

filtrados com a ferramenta Trimmomatic v0.39 e entdo usados par a montagem

dos metagenomas com a ferramenta MetaSPAdes v3.15.0. Os bins foram

gerados com a ferramenta MaxBin v2.2.4. Apesar de ter sido possivel gerar

dois bins para cada metagenoma, 0s bins estavam com baixa completude,

sendo assim, iriamos perder uma grande quantidade de dados. Devido a essa
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questdo, apenas a montagem do MetaSPAdes foi utilizada para as demais
etapas do projeto.

. Avaliacdo da biodiversidade bacteriana. Para gerar o perfil taxonémico foi
utilizada a ferramenta MG-RAST v. 4.0.3 (banco de dados RefSeq) e a
linguagem de programacédo R com o pacote Phyloseq, além de acessar a alfa
e beta diversidade. Por meio dessa etapa foi possivel verificar se ha a presenca
de géneros de interesse, como o0 género Aeromonas, relatado nos capitulos 2 e
3 como grande produtor de substancias antimicrobianas.

. Anotacdo e avaliacdo funcional. Para essa etapa as ferramentas KEGG
Automatic Annotation Server (KAAS) + KEGG Mapper Reconstruction e
Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) v 1.12 foram utilizadas.
Os plasmideos foram analisados com a ferramenta Pla\smidFinder 2.1 e o
perfil de viruléncia foi avaliado com a ferramenta Mass screening of contigs
for antimicrobial resistance or virulence genes (ABRIcate) v 1.0.1 utilizando
todos os bancos de dados disponiveis.

Busca de genes relacionados a producdo de substancias antimicrobianas. A
ferramenta Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell
(AntiSMASH) v6.0.1 foi utilizada para a busca de bacteriocinas e metabolitos
secundarios. A ferramenta BLASTp v.2.11.0+ foi utilizada para a busca de
proteinas contra os bancos de dados: Bacteriocin Genome Mining tool
(BAGEL) classe I, 1l e 111; BACTIBASE e proteinas de producdo de Zoocina
A e Colicina V oriundas do servidor UniProt. Por meio dessa etapa foi possivel
verificar a hipdtese de que bactérias oriundas de peixes e ambiente aquético
sdo promissoras para a bioprospeccdo de genes associados com a atividade

antimicrobiana.
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Figura 29: Representacdo de material e métodos utilizados no capitulo 4 (Parte I1). Figura

feita com a ferramenta BioRender e Canvas.
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4.2.1 Parte I: testes in vitro
4.2.1.1- Coleta das amostras

4.2.1.1.1 Local de coleta

Para realizar essa etapa do trabalho, o Rio S&o Benedito, localizado no estado do
Par4, Brasil (Figura 30), foi selecionado, devido ser uma area com baixo impacto humano
e de preservacdo ambiental. O Rio Sao Benedito € um afluente do Rio Teles Pires, possui
um bioma de transicdo entre a Floresta Amazonica e o Cerrado, sendo uma area com uma
grande diversidade biologica (Par& Turismo, 2018). Existem diversas espécies de peixes
presentes, dos quais foram selecionados alguns para a busca de bactérias e coleta de

amostras para a realiza¢do do sequenciamento metagendmico.

Figura 30: Foto da pousada Thaimacu na beira do Rio Sdo Benedito, PA-Brasil. Fonte:

arquivo pessoal do Dr. Andrew Macrae.
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4.2.1.1.2 Selecao dos peixes e coleta das amostras dos peixes

Todas as coletas foram realizadas pelo professor Dr. Andrew Macrae, professor
titular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Brasil, e o pelo Dr. Andrew S.
Whiteley da Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO),
Australia. A coleta foi realizada no Rio Sdo Benedito no municipio de Jacareacanga no
estado do Para, localizado no Brasil, nos dias 16 e 17 do més de junho do ano de 2018.
Os pontos de coleta foram marcados no mapa apresentado na Figura 31. Em alguns

pontos, foi realizada a coleta da amostra de &gua, como também a do peixe.

390 - Amostra de agua

9.0- ! Hydrolycus scomberoides (Cachorra)
Zungaro zungaro (Jat)
|386 — Amostra de agua
@
377 - Amostra de agua g
Serrasalmus rhombeus (Piranha preta)
381 - Amostra de agua
-9.1-
. g d / )
Cichla mirinae (Tucunaré de fogo)’ y (“/
Zungaro zungaro (Jaa) ’
9.2~ 387 — Amostra de, agua
Zungaro zungaro (Jaa)
93-

Google c 7 Map data ©2023 Google
-56.7 -56.6 -56.5 -56.4 -56.3
lon

Figura 31: Mapa com os pontos de coleta no Rio S&o Benedito, Para.
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De acordo com a biodiversidade local do Para, foram selecionados quatro tipos de
peixes distintos, sendo determinado o numero de réplicas de cinco peixes para cada
género. Foram coletadas as especies: Serrasalmus rhombeus de nome popular “piranha
preta”, Cichla mirinae nomeada popularmente de “tucunaré”, Zungaro zungaro
popularmente conhecido como "jau" e Hydrolycus scomberoides conhecido como
“cachorra”, todos sdo peixes 0sseos (Figura 32). Foram selecionados 5 individuos para 0s
peixes da espécie S. rhombeus e C. mirinae, ja para os peixes das espécies Z. zungaro e
H. scomberoides foram coletados 3 individuos (Tabela 18).

Tabela 18: Dados dos peixes e coordenadas da coleta no Rio Sdo Benedito. Todos 0s
pontos de coleta foram marcados por GPS, sendo apresentado nesta tabela a latitude e

longitude exata da coleta de cada amostra.

Espécie / Género Individuos Nome popular Coordenadas da coleta

Serrasalmus rhombeus 5 piranha preta -9.063832014799118 -56.577075021341443

Cichla mirinae 5 tucunaré de fogo  -9.149979036301374 -56.468773037195206

Zungaro zungaro 3 jau -9.178551016375423 -56.382367014884949
-9.045951990410686 -56.58731603063643

Hydrolycus scomberoides 3 cachorra -9.149979036301374 -56.468773037195206
-9.045951990410686 -56.58731603063643

Para a coleta das amostras nos peixes, utilizou-se swab, o qual foi passado nas trés

regides: boca (A), branquias (B) conhecido popularmente como guelras e anus (C) (Figura
33). Todos os swabs com as amostras foram armazenados em microtubos com 1000 pl
de &gua peptonada alcalina (APA) e glicerol 20%, e foram mantidos em temperatura de
-80°C para que posteriormente as bactérias pudessem ser isoladas e serem realizados os
sequenciamentos metagendmico. Para a presente tese os dados utilizados estdo

apresentados na Tabela 19.
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Figura 32: Foto dos peixes: Serrasalmus rhombeus, Hydrolycus scomberoides, Zungaro
zungaro e Cichla mirinae, respectivamente, selecionados devido a diversidade local para
realizar a coleta das amostras. Fonte: arquivo pessoal do Dr. Andrew Macrae.
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Figura 33: Regido da coleta das amostras nos peixes. O swab foi passado em trés regides:

boca (A), branquias (B) e anus (C). Fonte: arquivo pessoal do Dr. Andrew Macrae.

Tabela 19: Amostras utilizadas na tese oriundas dos cinco individuos da espécie

Serrasalmus rhombeus (nome popular: piranha preta)

Ponto de coleta Nomenclatura das amostras Utilizacdo na tese
Boca (A) 1A1-1A2 - 1A3-1A4-1A5
Isolamento das bactérias e deteccdo de produgdo de
Branquias (B) 1B1 - 1B2 - 1B3 - 1B4 - 1B5 substancias antimicrobianas
Anus (C) 1C1-1C2-1C3-1C4-1C5 Isolamento das bactérias e detecgdo de produgéo de

substancias antimicrobianas e analises
metagendmicas para a bioprospecg¢do de substancias
antimicrobianas

*Apenas a regido marcada de cinza foi sequenciada e utilizada para as analises

metagendmicas.
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4.2.1.1.3 Coleta das amostras de agua

As amostras de dgua do Rio S&o Benedito foram coletadas da zona eufética da

coluna d'agua. Quatro diferentes regides do rio S&o Benedito foram selecionadas. Para

cada amostra de agua foi coletado 500 mL usando uma seringa de 50 mL (10 vezes). A
agua foi filtrada com um filtro Sterivex™ (Merck KGaA, Cat. No. SVGP01015) com

membrana Millipore Express (PES) de tamanho de poro de 0,22 um. Assim, as células

dos microrganismos maiores que 0,22 pm ficaram retidas. Os filtros foram armazenados

a -80°C até o processo de extracdo do DNA. Os dados da coleta das amostras de &guas

foram apresentados na Tabela 20. Vale ressaltar que a amostra 386 foi coletada de uma

parte do rio conhecida como Lagoa Azul, a qual é extremamente preservada e limpa.

Assim como a amostra 377 também foi coletada de uma outra area com aguas cristalinas.

Tabela 20: Dados das amostras coletadas da dgua do Rio Sdo Benedito com o filtro

Sterivex™,
Nome da Amostra Coordenada da coleta
377 -9.055742975324392 -56.582917040213943
381 -9.063832014799118 -56.577075021341443
386 * -9.052302036434412 -56.548159969970584
387 -9.178551016375423 -56.382367014884949
390 -9.045951990410686 -56.58731603063643

* Area conhecida como Lagoa Azul.
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4.2.1.2 lsolamento e identificacdo das estirpes bacterianas do peixe

Serrasalmus rhombeus (piranha preta)

Para realizar o isolamento das estirpes bacterianas, foram selecionados os cinco
individuos do peixe da espécie S. rhombeus. Todas as amostras foram inoculadas em 4
mL de caldo nutriente em agitacdo, por 48 horas em temperatura de 28°C. Apds as 48
horas, foram inoculadas em placas de agar nutrientes em duplicatas, para verificar as
diferentes coldnias existentes em cada amostra. Todas as coldnias com caracteristicas
fenotipicas diferentes foram semeadas em novas placas de agar nutriente até obter a
col6nia isolada. Apds o isolamento das estirpes bacterianas, todas as amostras foram
armazenadas em tubos inclinados com &gar nutriente e também em estoque com
microtubos contendo caldo nutriente e 20% de glicerol, e foram armazenados em
temperatura de -80°C. As bactérias isoladas foram identificadas preliminarmente pela
técnica de espectrometria de massa por ionizagdo e dessorcéo a laser assistida por matriz
por tempo de voo (MALDI-TOF).

4.2.1.3 Deteccdo da producéo de substancia antimicrobiana

4.2.1.3.1 Estirpes bacterianas clinicas utilizadas como indicadoras para
os testes de producéo de substéncias antimicrobianas para todos os géneros

produtores de estudo.

Foram selecionadas estirpes patogénicas e resistentes a diversos antibiéticos para
serem utilizadas como indicadoras no teste de producdo de substéncias antimicrobianas.
As bactérias indicadoras sdo estirpes patogénicas de relevancia clinica, como as bactérias
do grupo ESKAPE, que serdo testadas para descobrir se podem ser inibidas pelas
substancias antimicrobianas secretadas pelas bactérias produtoras, isoladas neste
trabalho. Foram utilizadas estirpes patogénicas de diversos géneros, incluindo algumas
com resisténcia a antibidticos. As 12 bactérias patogénicas utilizadas como indicadoras

estdo apresentadas na Tabela 21.
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Tabela 21: Lista de bactérias patogénicas que foram utilizadas para o teste de
antagonismo, como bactérias indicadoras.

Bactéria Laboratério de Origem** Taxonomista
Responsavel
Acinetobacter baumannii -Ndo OXA23  Laboratério de Investigacdo Médica Dra. Beatriz M. Moreira

Escherichia coli ESBL*
Enterococcus cloacae NDM*

Klebsiella pneumoniae KPC*

Klebsiella pneumoniae ESBL*

Pseudomonas aeruginosa SPM*

Pseudomonas aeruginosa -Ndo SPM

Salmonella typhimurium ATCC 13311 Laboratério de Microbiologia de Alimentos Dr. Marcos Miguel
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422

Enterococcus faecalis 5ae Laboratorio de Infecgdo Nosocomial Dra. Kétia Regina Santos

Staphylococcus epidermidis

* As siglas representam os fatores de resisténcia das respectivas bactérias: KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase); ESBL (produtora de -lactamase de espectro estendido); NDM (New Delhi metallo-beta-
lactamase) e SPM (S&o Paulo metalo-f3-lactamase).

** Todos os laboratérios pertencem ao Instituto de Microbiologia Paulo de Goées (IMPG) da UFRJ.

*** Todas as bactérias marcadas com a cor cinza sdo representantes do grupo de bactérias patogénicas
ESKAPE.
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4.2.3.2 Teste de deteccdo da producao de substéncia antimicrobiana

Foram realizados testes para detectar a producéo de substancia antimicrobiana das
71 bactérias isoladas do peixe da espécie S. rhombeus. Para isso, foi realizado o teste de
antagonismo com a metodologia de ensaio de difusdo de pogo de &gar (Tagg & McGiven,
1971). Essa técnica permite uma melhor visualizacdo do halo de inibicdo. Para realizar
essa técnica, primeiro foi vertido o meio semissolido com a estirpe indicadora, que sao as
bactérias que podem ser inibidas pelas estirpes produtoras de substancia antimicrobiana,
fazendo um tapete na placa de Petri contendo meio agar nutriente. Para formar o tapete
foi necessario fazer a adicdo de 50 ul da diluicdo da cultura da bactéria indicadora -
ajustadas a turvacdo correspondente a escala 0,5 de McFarland - em quatro mL de meio
agar nutriente semissoélido (1% de agar) em estado liquido, depois de homogeneizar, este
tubo é vertido sobre a placa de Petri. Apds formar o tapete foram feitos pequenos pogos
nesta placa para aplicar 50pL da cultura das estirpes supostas produtoras de substancias
antimicrobianas, com turvacdo correspondente a escala 0,5 de McFarland. As placas
ficaram abertas no fluxo laminar para secar e ap0s essa etapa foram incubadas em estufa
a 2°C entre 18 e 24 horas.

4.2.2 Parte Il: Metagenébmica das amostras bacterianas oriundas de peixes e das

amostras de agua

4.2.2.1 Extracdo de DNA e sequenciamento shotgun do metagenoma
completo das amostras bacterianas de peixe e de aguas coletadas

Para realizar o sequenciamento metagenémico das amostras, foram selecionadas
as amostras oriundas dos cinco individuos dos peixes da espécie Serrasalmus rhombeus
da regido do anus dos peixes. Essas amostras foram selecionadas para avaliar a
biodiversidade da microbiota deste peixe. Além disso, também foram selecionadas
amostras de aguas do Rio Sdo Benedito, Microbiologicamente concentradas pelo filtro
Sterivex™, de quatro pontos diferentes. Essas amostras foram selecionadas para verificar
a biodiversidade local das bactérias, por meio do sequenciamento e das analises do

metagenoma.
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A extracdo de DNA foi realizada com o kit DNeasy® PowerSoil® Pro (QIAGEN,
Cat. No./ID: 47014) e o DNA foi quantificado pelo Qubit (Invitrogen). O sequenciamento
shotgun do metagenoma completo foi feito pela plataforma Illumina Miseq (LagBio,
Parana-Brasil), usando 1 ng de DNA para construir a biblioteca paired-end (2 x 300 pb)
com o kit Nextera XT DNA library Prep kit v2 (Illumina,SanDiego, CA, EUA). Ambas
as etapas foram realizadas pela empresa LagBio - Analise Genémica e Biotecnologia,

localizada em Toledo, Parané-Brasil.
4.2.2.2 Processamento dos dados e Montagem dos contigs e bins

Primeiramente, foi realizado um controle de qualidade do sequenciamento por
meio da ferramenta FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010). Apds a analise, o corte de
qualidade foi feito com a ferramenta Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014), com 0s
parametros HEADCROP: 25, CROP: 123, removendo adaptadores, leituras com bases
indefinidas (N), leituras pequenas (<36 pb) e usando o indice de qualidade Phred >30. A
montagem dos contigs foi realizada com a ferramenta MetaSPAdes v3.15.0 (Bankevich
etal., 2012). Para gerar os bins foi utilizada a ferramenta MaxBin v2.2.4 (Wu et al., 2014;
Wu, Simmons & Singer, 2016) com o parametro “comprimento contig minimo” (-
min_contig_length / minimum contig length) para 200 pb., exceto para a amostra 1C2 que
ficou com a montagem melhor sem esse parametro. A analise das métricas para verificar
a qualidade da montagem foi realizada com a ferramenta MetaQUAST v5.0.2
(Mikheenko et al., 2018), e a ferramenta CheckM v1.1.3 (Parks et al., 2014) foi usada

para verificar a integridade e contaminacao.

4.2.2.3 Avaliacdo da biodiversidade - classificacdo taxonémica dos

metagenomas

Para realizar a identificagdo taxondmica dos bins gerados no Metagenome
Assembled Genome (MAG) foi utilizada a ferramenta CheckM v1.1.3 (Parks et al., 2014),
como também a ferramenta MG-RAST v. 4.0.3 (https://www.mg-rast.org/; Keegan et al.,
2016) foi escolhida para avaliagdo do perfil taxonémico dos grupos de dados
metagenémico. A ferramenta MG-RAST faz a normalizacdo dos dados para gerar as
tabelas com as OTUs (Géneros). A linguagem de programacdo R foi utilizada com o
pacote Phyloseq (McMurdie &, Holmes, 2013; R Core Team, 2022) e pacote
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fantaxtic/ggnested (Teunisse, 2022) para realizar analises das comunidades microbianas
encontradas em cada metagenoma, assim como a alfa e beta diversidade.

Para as andlises de alfa diversidade, o pacote do R Phyloseq faz a normalizacéo
dos dados, pela profundidade mediana do sequenciamento. Foi realizada as analises com
o0 estimador de riqueza Chaol e o estimador de diversidade Shannon. Para as analises de
beta diversidade todos os dados foram transformados em abundéncia relativa. Foi
realizada a reducdo de dimensionalidade da matriz de distancia Bray-Curtis para relagoes
genéticas entre espécies, usando a abordagem de Analise de Coordenadas Principais
(PCoA). Assim como, também foi construido um grafico boxplot para visualizar a
distribuicdo dos metagenomas e comparar os dois grandes grupos de amostragens (agua

e peixe).

4.2.2.4 Avaliacédo funcional de metagenomas e anotacdo das montagens dos
contigs

A prospeccao de proteinas potenciais foi realizada com o programa Prodigal
v2.6.3 (Hyatt et al.,2010), que prevé quadros de leitura aberta (ORFs). Os contigs foram
anotados com o programa Rapid Prokaryotic Genome Annotation (PROKKA) v 1.12
(Seemann, 2014) com o parametro --metagenome, buscando genes de interesse. A
atribuicdo de ortologia e mapeamento de vias metabdlicas foi realizada pelas ferramentas
KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) (Moriya et al., 2007) e KEGG Mapper
Reconstruction (Kanehisa & Sato, 2020). Todos os graficos foram gerados com a
linguagem de programacdo R (R Core Team, 2022). A busca por sequéncias de
plasmideos foi realizada pela ferramenta PlasmidFinder 2.1 (Carattoli & Hasman,2020).
Para avaliar o potencial de viruléncia a ferramenta Mass screening of contigs for
antimicrobial resistance or virulence genes (ABRIcate) v 1.0.1 (Seemann, 2020) foi
utilizada com os bancos de dados: Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene
Database (NCBI AMRFinderPlus), The Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(CARD), Antimicrobial resistance (Resfinder), Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation
(ARG-ANNOT), Microbial Ecology Group Antimicrobial Resistance Database
(MEGAREes), E. coli O-groups and H-types (EcOH), Identification and typing of Plasmid
Replicons (PlasmidFinder), Escherichia coli Virulence Factor (Ecoli_VF) e Virulence
Factor Database (VFDB).
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4.2.2.5 Mineracdo de genes relativos a substancias antimicrobianas em
metagenomas

A ferramenta Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell (AntiSMASH)
v6.0.1 (Medema et al., 2011; Blin et al., 2021) foi utilizada para buscar sequéncias
relacionadas a bacteriocinas e metabdlitos secundarios.

Além dessa andlise, os metagenomas também foram analisados por meio do
BLASTpv.2.11.0+ (Altschul et al., 1990), utilizado para pesquisar proteinas relacionadas
com a producéo de substancias antimicrobianas. Para isso, 0s bancos de dados utilizados
foram: Bacteriocin Genome Mining tool (BAGEL) classe I, 11 e 1l com a versdo mais
atual do banco de dados, atualizado no dia 21 de dezembro de 2021 (Van Heel et al.,
2013); banco de dados BACTIBASE com a ultima atualizagcdo do banco de dados,
realizada no dia 20 de maio de 2017 (Hammami et al., 2010); e algumas proteinas
relacionadas a producdo de bacteriocinas foram selecionadas no banco de dados do
servidor da UniProt (UniProt consortium, 2021), como as proteinas de producdo da
zoocina (ZooA) e a de produgdo da colicina V (Cvpa). Essa anélise foi realizada com o
proteoma (fasta aminoacido/.faa), predito pela ferramenta PROKKA Rapid Prokaryotic
Genome Annotation (PROKKA) v1.14.6 (Seemann, 2014).

4.3 - Resultados

4.3.1 Parte I: Isolamento e identificacédo das bactérias oriundas dos peixes e

deteccdo da producdo de substancias antimicrobianas

4.3.1.1 Bactérias isoladas do peixe Serrasalmus rhombeus e Identificacéo
preliminar (MALDI-TOF)

Um total de 71 bactérias foram isoladas, sendo na parte da boca (A) 27 estirpes,
nas branquias (B) 18 estirpes e no anus (C) 26 estirpes. Dentre essas, 34 possuem
morfologia diferente ou ndo foram identificadas (Tabela 22 - marcadas de cinza), sendo
18 da regido da boca (A); 6 da regido das branquias (B) e 10 da regido do anus (C). As
coldnias foram descritas morfologicamente pelos seguintes quesitos: pigmentacéo
(ausente ou presente); opacidade/transparéncia (opaca, transllcida, transparente ou

iridescente); brilho: fosca ou brilhante; forma (circular, irregular, puntiforme); margem
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(fimbriado; denticulado; ondulada ou inteira); consisténcia (quebradica, cremosa ou
mucoide); textura (lisa ou rugosa), elevacéo (espraiada; elevada; convexa; bosselada ou
papilada) e tamanho. Os aspectos visualizados foram selecionados de acordo com
Vermelho e colaboradores (2006) e Sousa, Pereira e Lourenco (2015).

Em relacdo a identificacdo realizada pelo MALDI-TOF, pdde-se identificar 48
estirpes dentre das 71. Ja sendo de espécies diferentes, foi possivel identificar 14
bactérias. Sendo pertencentes aos géneros: Bacillus (B. amyloliquefaciens ssp; B. subtilis
e B. velezensis); Brevibacterium (B. celere); Kocuria (K. rhizophila); Microbacterium
(M. paraoxydans), Priestia (P. megaterium); Serratia (S. marcescens); Sphingomonas (S.
aquatilis) e Staphylococcus (S. gallinarum; S. saprophyticus; S. sciuri e S. warneri). 23
bactérias ndo foram identificadas pela técnica de espectrometria de massa, MALDI-TOF.

A Tabela 22 apresenta os resultados das bacterias isoladas.
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Tabela 22: Caracteristicas fenotipicas das bactérias isoladas dos 5 individuos do peixe
da espécie Serrasalmus rhombeus e sua identificagdo pela espectrometria de massa
(MALDI-TOF). As 34 estirpes bacterianas com morfologia diferente ou ndo identificadas
estdo marcadas de cinza na tabela. Os valores de pontuacdo do MALDI-TOF sdo: 2.0 -
3.0 significa identificacdo de grande fiabilidade; 1.70 - 1.99 significa identificacdo de

baixa fiabilidade e 0.00 - 1.69 significa identificacdo de organismo impossivel.

Caracteristicas Morfoldgicas da colonia

2.34

. . ~  Opacidade/ . ~ Tamanho/ Identificacdo Foto da
Estirpe Pigmentacao Brilho Forma Margem Consisténcia Elevaciao Textura MALDI-TOF colénia
T t
Sr1/1A1-1  Branca TenSPATERY Circular Ondulada Cremosa Espraiada W Nao Identificou
e/ brilhante Rugosa
Vi lh T lucid
Sr2/1A1-11 ermelha/ ransiicl 3/ Circular Inteira Cremosa Convexa Y e,/ Nio Identificou .
Borda branca Brilhante Lisa
0.1 cm
T licid Staphyl
Sr3/1A1-1l  Branca B:ﬁiz::el ¥ Circular  Inteira  Cremosa Espraiada  (Micro) / W;fnjrf jolcf;;s
Lisa
Bege Opaca / . 0.3 cm Staphylococcus
4/1A1-1 1 i ili
Sr4/ v Amarelada Brilhante Circular Inteira Cremosa Umbilicada /Lisa sciuri / 2.02
Translucida/ . . e
Sr5/1A1-V Branca Brilhante Irregular Denticula BRI Espraiada 0:5 cm / Bacillus subtilis /
da Lisa 2.07
Staphylococcus
Bege Opaca / i 0.3 cm Py
1A1-VI 1 i ili : 1
Sr6/ \Y% Amarelada Brilhante Circular Inteira Cremosa Umbilicada /i ;af(r)‘ophytzcus /
Translicida/ ) ) .
Sr7/1A1-VII Branca Brilhante Irregular Denticula Cremosa Espraiada 0.5cm / Bacillus subdlis {
da Rugosa 2.07
.. Serratia
Vermelha Transltcida
Sr8/1A1-VIII / . / Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm/ marcescens |
Borda branca Brilhante Lisa
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Continuacdo da Tabela 22

. . ~  Opacidade/ P < Tamanho/ Identificacdo Foto da
Estirpe Pigmentacao Brilho Forma Margem Consisténcia Elevacdo Superficie MALDI-TOF colénia
@ Microbacterium
Translucida/ ..
Sr9/1A1-IV. Amarela . / Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.2 G paraoxydans / -"
Brilhante Lisa 258
T licid
Sr11/1A1-XI Branca ranstcl af Circular Ondulada  Cremosa Espraiada e Nio Identificou
Brilhante Lisa
T licid
Sr12/1A1-XIl Branca ranslicida/ o v Inteira  Cremosa Coe LAemy N3o Identificou
Brilhante Lisa
Sr81 / 1A1- Transldcid 03cm/ Staphylococcus
Branca . Circular Inteira Cremosa Espraiada ; gallinarum /
XII a / Brilhosa Lisa
1.779
Bacillus subtilis
Sr13/1A2-1  Branca Opaca / Irregular Ondulada Cremosa Papilada 0.7 cm / /
fosca Rugosa 213
Vermelha/ Hicid Serratia
Sr14/1A2-11 Trfms ucida/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm / marcescens / .
Borda branca Brilhante Lisa
2.30
Vermelha/ Hicid Serratia
Sr15/1A2-111 Trfms ucida/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm / marcescens /
Borda branca Brilhante Lisa
2.38
Translicida/ i Bacillus subtilis
Sr17/1A2-1IV  Branca Brilhante Irregular Denticula Cremosa Espraiada 0'.6 cm / /
da Lisa 1.84
Translicida/ i Bacillus subtilis
Sr16/1A3-1  Branca Brilhante Irregular Denticula (. sa Espraiada 0.4cm / /
da Rugosa 1.74
Opaca/ . 0.6cm / - .
Sr18/1A3-11  Branca Irregular  Ondulada Cremosa Umbilicada Nio Identificou
Fosca Rugosa
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Continuacgao da Tabela 22

. . ~.. Opacidade/ coaA . Tamanho/ Identificacdo Foto da
Estirpe Pigmentacao Brilho Forma Margem Consisténcia Elevacdo Superficie MALDI-TOF colénia
Opaca/ - 0.6 cm / & .
Sr19/1A3-Ill Branca Irregular ~ Ondulada Cremosa Umbilicada Nio Identificou
Fosca Rugosa
Opaca/ 0.4 cm /
Sr20/1A4-1  Branca Fosca Irregular  Inteira Cremosa Espraiada Lisa Néo Identificou
Serratia
Sr21- Vermelha/ Translicida/ .. . 0.3cm/
10P/1A4-  Bordabranca Brilhante Circular Inteira Cremosa Convexa Lisa an;lgcescens /
Sr22/1A4-1I1  Branca Forte Opaca Irregular  Ondulada Cremosa Papilada U Nio Identificou
/ Brilhante Rugosa
Vermelha/ T licid Serratia
Sr23/1A4-1V ransiuct a/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm / marcescens /
Borda branca Brilhante Lisa
2.28
Sr24/1A5-1  Amarela Translicid o Inteira Cremosa Convexa e Nio Identificou
a/Brilhante Lisa
Sr25/1A5-11 Branca Opaca / Irregular D Quebradica Espraiada 0'.6 ey Nio Identificou
Fosca da Lisa
Sr26/1A5-1I1  Branca Opaca/ Irregular ~ Ondulada Quebradica  Espraiada 0 J N3o Identificou
Fosca Rugosa
Translicida/ Denticula 0.5cm /
Sr27/1A5-1V Brancacol.  Brilhante Irregular da Cremosa Espraiada |10 N3o Identificou
Translucida/ 02cm /
Sr28/1B1-I  Branca Brilhante Circular Inteira Cremosa Espraiada | ©0 Nao Identificou
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Continuacgao da Tabela 22

. . ~.. Opacidade/ coaA ~ Tamanho/ Identificacdo Foto da
Estirpe Pigmentacao Brilho Forma Margem Consisténcia Elevacdo Superficie MALDI-TOF colonia
. Serratia
Vermelha ¥
Sr29/1B1-11 / Tr.ansluc1da/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm/ marcescens |
Borda branca Brilhante Lisa 2.20
Translacid Staphylococcus
Bege .
Sr80 /1B1-V 8 a/ Circular inteira Cremosa Espraiada 0.3 cm / warneri /
Amarelada . Lisa
Brilhosa 1.901
Sr30/1B1-lll  Branca g(l;":‘;: / Irregular Denticula Quebradica Espraiada 0.5cm / Bacillus subtilis
J da ¢ P Rugosa /2.15
. Serratia
Vermelha ¥
Sr31/1B1-1V / Trgnsluada/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm / marcescens [
Borda branca Brilhante Lisa 238
Opaca/ ] . . 0.2 cm/ - o
Sr32/1B2-1  Branca . Circular Inteira Cremosa Espraiada : Nao Identificou
Brilhosa Lisa
Sr33-1P/1B2- Vermelha/  Translicida/ . _ 0.3cm/ Serratia
. Circular Inteira Cremosa Convexa . marcescens [/
11 Borda branca Brilhante Lisa 211
Bacillus
Sr34-2P/1B2- Transparen 1 i
/ Branca _p Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.5 ey LG e
I te/Brilho Lisa ns_ssp_plantar
um [/ 1.74
Opaca/ ) ) 0.6cm / Bacillus subtilis /
1B3-1I B [ 1
Sr36/1B3 ranca Fosca rregular Ondulada Quebradica Espraida rugosa 216
Sr37/1B3-11I Bege Translicid ¢, oy Inteira Cremosa Espraiada 03 M/ Staphylococcus
Amarelada a / Brilhosa p Lisa sciuri /2.11
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Continuacgao da Tabela 22

. . ~.. Opacidade/ coaA ~ Tamanho/ Identificacdo Foto da
Estirpe Pigmentacao Brilho Forma Margem Consisténcia Elevacdo Superficie MALDI-TOF colénia
Transparen 0.1cm/ Microbacterium
Sr38/1B3-IV  Amarela te / Circular Inteira Cremosa Convexa Lisa paraoxydans /
Brilhosa 2.44
Opaca/ . . 0.4 / Bacillus subtilis /
9/1B4-1 B I 1
Sr39/ ranca Fosca rregular Ondulada Quebradica Espraiada Rugosa 216
Translicid
Staphylococcus
Sr40/1B4-11  Branca a/ Circular inteira Cremosa Espraiada 0'.3 cm / .p 'y
. Lisa sciuri / 2.03
Brilhosa
lici Priestia
Sr41/1B4-IIl  Branca Translicid ¢y pap inteira Cremosa Espraiada i e/ megaterium /
a / Fosaca Rugosa
2.23
lcid Priestia
Sr42/1B4-1V  Branca Translici Circular inteira Cremosa Espraiada 0.6 cm / megaterium /
a /Fosaca Rugosa
2.31
Opaca/ Convexa 0.4 cm / Bacillus
43/1B4- B I 1
Sr43/ v ranca Brilhosa e Ondulada  Mucosa baixa Lisa velezensis / 2.04
) Opaca/ Convexa 0.4cm/ Bacillus subtilis/
Sr44/1B5-1  Branca Brilhosa Irregular Ondulada Mucosa baixa Lisa 200
Sr45/1B5-11  Branca O Irregular ~ Ondulada Quebradica Espraiada 0'.5 e/ Nio identificou
Fosca Lisa
Vermelha Gci
Sr46/1C1-1 / Tr'fansluada/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 cm/ Ndo identificou
Borda branca Brilhante Lisa
Opaca / . 0.5cm / Bacillus subtilis / .
Sr47/1C1-11 B I 1
r47/ ranca Fosca rregular Ondulada Cremosa Espraiada Rugosa 228 .’
T licida/ o1 / Microbacterium
Sr48/1C1-Ill  Amarel ranslucida/ - 1cm d
r48/ marela Brilhante Circular Inteira Cremosa Convexa Lisa paraoxydans /

1.81 (apenas 1)
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Continuacdo da Tabela 22

Tamanho/ Identificacdo Foto da

Opacidade/ Forma
Superficie MALDI-TOF colénia

Estirpe Pigmentacao Brilho

Margem Consisténcia Elevacdo

Opaca / Bacillus

49/1C1-IV B
Sr49/1C1-1V  Branca Fosca Irregular ~ Ondulada Mucosa Convexa 0.6 cm velezensis / 1.8

Microbacterium

Sr50/1C1-V  Amarela Tr.ansluclda/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.1 cm / paraoxydans /
Brilhante Lisa
1.81
Translucida/ .. . 0.1cm/ Brevibacterium
1/1C1-VI B
Sr51/1C1-V ranca Brilhante Circular Inteira Cremosa Convexa Lisa celere / 2.30
Priestia
Sr52/1C1-VIl Branca Opaca / Irregular ~ Ondulada Cremosa Espraiada 0.3 cm megaterium /
Fosca
2.30
Sr53/1C1- Transltcida/ .. . 0.1cm/ Sphingomonas
VIII Amarela Brilhante Circular Inteira Cremosa Convexa Lisa aquatilis / 1.99
0.5cm/ Bacillus subtilis
Sr54/1C1-IX Branca Opaca / Irregular Ondulada Quebradica Espraiada  Rugosa /
Fosca 2.12
Transparen 1 Microbacterium
Sr55/1C1-X  Amarela te / Circular Inteira Cremosa Convexa E.isacm / .
Brilhosa P
Translicia
Sr71- 3P . o
/ Amarela / Circular Interia Cremosa Convexa 0'.1 e/ Nio identificou
1C1-XI i Lisa
Brilhosa
Sr72 - 4P/ Opaca / 0.6 cm / Fm a7
B i i tif]
1C1-XII ranca Fosca Irregular Inteira Cremosa Espraiada Lisa Néo identificou
Kocuria
Sr78 /1C1-  Laranja- qci , ,
/ ! Trgnsluada/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0'.3 gy rhizophila /
XIII amarelo Brilhante Lisa 2032
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Continuacgao da Tabela 22

Identificacdao

Estirpe Pigmentacao Op_acndade/ Forma Margem Consisténcia Elevacdo Taman_hf)/ MALDI-TOF FOt? c_la
Brilho Superficie colénia
v Ihay Serratia
) ermelha Translucida/ .. . 0.3 cm/
Sr57/1C2-I - o o branca Brilhante | cireular Inteira Cremosa Convexa Lisa marcescens /|
2.30
Opaca / 0.4 cm / Bacillus
Sr58/1C2-1II B I 1 i :
r58/ ranca Brilhosa rregular Ondulada Cremosa Espraiada Lisa subtilis / 2.23
Sr59/1C2-1IV  Branca Opaca / Irregular Ondulada Mucosa Espraiada 0.4 cm / Bacillus
Brilhosa Lisa subtilis / 2.23 B
%t
Sr60/1C2-V  Branca Opaca / Irregular Ondulada Cremosa Espraiada 0.3 cm / Bacillus
Brilhosa Lisa subtilis / 1.86
Sr61/1C2-Vl Branca/ Opaca / Irregular Ondulada Cremosa Espraiada 0.4 cm / Bacillus V
Brilhosa Lisa subtilis / 2.23 T j
Sr62/1C2-VII Branca Opaca / Irregular Ondulada Cremosa Espraiada 0.4 cm / Bacillus
Brilhosa Lisa subtilis / 2.24
Sr73-5P/ Opaca / . 0.5cm / £ 8 o [
1C2-VIII Branca Fosca Irregular Ondulada Cremosa Espraiada Lisa Nao identificou .
Sr 74-6P/ Translicia 01cm/ o -
1C2-IX Amarela / Circular Inteira Cremosa Convexa L.isa N&o identificou
Brilhosa
Serratia
Sr75-7P/ Vermelha/ Translicida/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0.3 cm / marcescens /
1C1-1 Borda branca Brilhante baixa Lisa 291
Opaca / . 0.4cm/ Bacillus subtilis /
Sr63/1C3-11 B I 1
ré63/ ranca Brilhosa rregular Ondulada Cremosa Espraiada Lisa 219
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Continuagao da Tabela 22

Identificacao

Estirpe Pigmentacao Op_ac1dade/ Forma Margem Consisténcia Elevacao Taman.hf)/ MALDI-TOF FOt? (?a
Brilho Superficie coldnia
Bacillus subtilis
Sr64/1C3-11I Branca Opaca / Irregular Ondulada Cremosa Espraiada 024 cm / /
Fosca Lisa 2.27
Sr76-8P
r / Branca Opaca / Circular Inteira Cremosa Espraiada 0'_5 cm / N3o identificou
1C4-11 Fosca Lisa
Translucid
Sr77-9P
/ Amarela a/ Circular Inteira Cremosa Convexa 0-1cm / Néo identificou
1C4-111 Brilhosa Lisa

4.3.1.2 Deteccéo de producéo de substéncias antimicrobianas — teste de
antagonismo

Todas as bacteérias isoladas foram testadas quanto a atividade antimicrobiana pelo
teste de antagonismo. Entre as 71 bactérias isoladas, 45 mostraram atividade
antimicrobiana contra alguma das bactérias patogénicas. A Figura 34 apresenta as estirpes
produtoras e o perfil de atividade exercida por elas. A estirpe Srl foi capaz de inibir 8 das
12 estirpes testadas, apresentando o maior espectro de acdo em relacéo as outras estirpes
testadas. Seguida da estirpe Sr5, que conseguiu inibir 7 das 12 bactérias indicadoras
testadas. A estirpe Sr33/1P também se destacou por conseguir inibir 6 bactérias
indicadoras e a estirpe Sr7 inibiu 5 bactérias indicadoras. Trés estirpes (Sr2, Sr14 e Sr57)
conseguiram inibir 4 bactérias patogénicas. Dez estirpes (Sr4, Sr8, Sr15, Sr45, Sr46, Sr52,
Sr71/3P, Sr59, Sr61, Sr75/7P e Sr76/8P) foram capazes de inibir 3 bactérias patogénicas.
As demais inibiram entre 1 a 2 estirpes patogénicas. Apenas a bactéria Enterococcus

faecalis 5ae ndo foi inibida.
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Figura 34: Grafico de barras empilhadas apresentando as estirpes indicadoras

patogénicas e estirpes produtoras de substancias antimicrobianas. No eixo X estdo

presentes as bactérias isoladas dos cinco individuos do peixe Serrasalmus rhombeus, as

quais apresentaram algum tipo de atividade antimicrobiana contra alguma das 12
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indicadoras. O eixo Y indica a quantidade de bactérias patogénicas que foram inibidas
pelas produtoras. Cada cor representa uma das bactérias patogénicas utilizadas, assim
como esta indicado na legenda do grafico. NI indica que a estirpe ndo foi identificada pela
técnica do MALDI-TOF.

Dentre as estirpes testadas, 26 estirpes isoladas dos cinco individuos do peixe S.
rhombeus ndo foram capazes de inibir o crescimento das bactérias patogénicas utilizadas,
sendo elas: Sr17, Sr19, Sr22, Sr24, Sr29, Sr30, Sr31, Sr32, Sr36, Sr37, Sr38, Sr40, Sr41,
Sr42, Sr47, Sr48, Sr50, Sr53, Srb4, Sr55, Srb8, Sr62, Sre4, Sr78, Sr80 e Sr81.

A placa representando o teste de antagonismo estd apresentada na Figura 35, a

bactéria patogénica utilizada como indicadora foi a Klebsiella pneumoniae KPC.

Figura 35: Amostras testadas para verificar a producdo de substancias antimicrobianas:
I= Sr51; VI= Sr53 e VIlI= Sr72-4P/ 1C1-XII (positiva para o teste). Como bactéria

indicadora foi utilizada a Klebsiella pneumoniae KPC.
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4.3.2 -Parte 11: metagenémica das cinco amostras oriundas da regido (C) anus dos

peixes Serrasalmus rhombeus e quatro amostras de agua do Rio Sao Benedito, Para.

4.3.2.1 Extracdo de DNA e sequenciamento shotgun dos metagenomas das
amostras de peixe e de 4guas coletadas

A quantificacdo da extracdo de DNA das amostras do peixe S. rhombeus resultou
em 4 ng/uL, 2,3 ng/uL, 5 ng/uL, 11 ng/uL e 2 ng/pL de DNA para as amostras 1C1, 1C2,
1C3, 1C4 e 1C5, respectivamente. A quantificacdo da extracdo de DNA das amostras de
agua por filtros Sterivex™ resultou em: 2 ng/pL de DNA para 377 e 387 amostras e 3
ng/uL e 1 ng/uL de DNA para as amostras 381 e 390, respectivamente. O sequenciamento
shotgun de todo o metagenoma gerou o total de leituras brutas de 177.320, 303.434;
113.932; 170.650 e 117.912 para as amostras 1C1, 1C2, 1C3, 1C4 e 1C5,
respectivamente. As amostras de adgua dos filtros Sterivex™ geraram leituras brutas totais
de 265.444; 243.266; 152.614 e 221.424, respectivamente. Ja a amostra 386 ndo obteve

um rendimento satisfatério no sequenciamento, sendo descartada das analises.

4.3.2.2 Processamento dos dados e montagem dos contigs e bins

Todas as leituras brutas passaram no filtro de controle de qualidade (Q30) feito
pela ferramenta Trimmomatic. As amostras do peixe S. rhombeus foram montadas em
contigs pelo MetaSPAdes, resultando em 2,6 Mb; 6,4 Mb; 2,8 Mb; 3,5 Mb e 2,8 Mb para
1C1, 1C2, 1C3, 1C4 e 1C5, respectivamente. Para as amostras de agua, a montagem dos
contigs resultaram em: 697.359 pb; 1,5 Mb; 739.978 pb e 997.581 pb para as amostras
377, 381, 387 e 390, respectivamente. Os resultados da montagem dos contigs foram

mostrados na Tabela 23.
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Tabela 23: Estatisticas geradas pelo CheckM para as montagens dos contigs pela

ferramenta MetaSPAdes.
Amostra Nomenclatura #Sequéncias Tamanho Maior contig  Menor contig Tamanho
total (bp) (bp) médio
(bp)
1C1 7,767 2,662,247 5,284 56 343
Amostra da 1C2 15,472 6,413,150 3,559 56 414
parte (C)
Anus dos 1C3 5,609 2,830,567 6,799 56 505
peixes
Serrasalmus
rhombeus 1C4 8,947 3,539,344 5,264 56 396
1C5 8,322 2,843,095 5,190 56 342
377 3,083 697,359 1,867 56 226
Amostra de 381 5971 1,529,188 1,479 56 256
agua /filtro
Sterivex™
387 3,133 739,978 735 56 236
390 4,208 997,581 616 56 237

A técnica, Metagenoma Assembled Genome (MAG), para montar 0s genomas por

meio dos metagenomas foi realizada com a ferramenta MaxBin v2.2.4 e resultou em 2

bins para cada amostra. Assim como, também foram verificadas as métricas de montagem

e classificacdo taxondmica dos bins montados. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 24.
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Tabela 24: Métricas geradas pela ferramenta CheckM para avaliar as montagens dos
bins com a ferramenta MaxBin. * representa a amostra que o bin foi gerado sem o
parametro (-min_contig_length / minimum contig length) para 200pb. K= Reino; P=Filo;
C= Classe, O= Ordem; F= Familia; G= Género e S=Espécie.

Nome Tamanho Completude Contaminagio % #Contigs Maior Classificacao
Amostra do Bin do (%) GC contig CheckM
Genoma
(pb)
1C1 MAG_1C 1,383,32 58.13 6.3 35. 2,912 5,284 Bacilli (C)
1.1 3 40
MAG_1C 1,262,88 29.54 6.7 58. 4,730 1,756 Actinomicetos
1.2 3 95 (0)
1C2* MAG_1C 362,225 12.62 0 69. 298 3,559 Actinomicetos
Amostra 2.1 67 0)
da parte
(C) Anus MAG_1C 626,913 14,67 0 73. 565 3,489 Bactéria (K)
dos peixes 2.2 50
Serrasalmus
rhombeus
1C3 MAG_1C 1,381,38 35.89 3.4 45, 2,050 4,529 Bactéria (K)
3.1 2 11
MAG_1C 1,443,08 37.26 4.7 40. 3,735 6,799  Lactobacillales
3.2 4 99 (0)
1C4 MAG_1C 1,641,09 73.99 18.10 57. 3.105 5,264 Bactéria (K)
41 0 05
MAG_1C 1,888,64 41.96 14.74 61. 5,896 2,254  Actinomicetos
42 9 02 (0)
1C5 MAG_1C 1,500,44 48.54 8.5 67. 3,553 5,190 Actinomicetos
5.1 5 23 (0)
MAG_1C 1,338,44 33.35 5.2 63. 4,795 3,225 Actinomicetos
5.2 0 34 (0)
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Continuacdo da tabela 24

Nome do Tamanho Completude Contaminacdo %G #Contigs Maior Classificacao
Amostra Bin do (%) C contig CheckM
Genoma
(pb)
377 MAG_37 268,453 10.42 0.15 59. 1,081 1,867 Bactéria (K)
7.1 56
MAG_37 426,780 9.95 0 62. 1,978 750 Bactéria (K)
7.2 07
381 MAG_38 765,688 15.18 1.9 72. 2,646 289 Actinobacteria
1.1 50 (P)
MAG_38 760,639 15.78 0.86 68. 3,296 230 Bactéria (K)
Amostra 1.2 21
de agua
/filtro
Sterivex™ 387 MAG_38 327,139 5.56 0 65. 1,233 735 Bactéria (K)
7.1 59
MAG_38 410,141 8.9 0 64. 1,869 392 Bactéria (K)
7.2 50
390 MAG_39 453,760 9.82 0.31 60. 1,726 616 Bactéria (K)
0.1 24
MAG_39 541,151 7.83 0.86 62. 2,455 527 Bactéria (K)
0.2 90

4.3.2.3 Avaliacdo da biodiversidade - classificagdo taxondmica dos

metagenomas

A biodiversidade foi avaliada pela ferramenta MG-RAST e foi comparada pelo
pacote R Phyloseq e R fantaxtic/ggnested, sendo classificadas a nivel de filo e género. o
gréfico de barras empilhadas apresenta os cinco géneros mais abundantes dentre os 10

filos mais abundantes (Figura 36).
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Figura 36: Grafico de barras empilhadas apresentando os 5 géneros mais abundantes
dentro dos 10 filos mais abundantes em cada metagenoma. Gréfico de barras empilhadas
feito os pacotes R Phyloseq e R fantaxtic/ggnested (McMurdie &, Holmes, 2013;
Teunisse, 2022; R Core Team, 2022).

Pelos resultados apresentados na Figura 36, pode-se perceber uma diferenca na
distribuicdo dos filos em cada metagenoma. O filo Actinobacteria estad abundante em
todos os metagenomas, exceto no metagenoma 1C3, que estd presente em menor
quantidade. Os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes (1C1, 1C2, 1C3, 1C4 e
1C5) possuem uma maior predominancia do filo Firmicutes. Também héa a presenca de
outros filos, como o Proteobacteria, em menor propor¢do. J& para 0s metagenomas
oriundos de agua do Rio S&o Benedito (377, 381, 387 e 390) o filo Proteobacteria esta
bastante abundante. Ha a presengca em menor proporcdo dos filos Firmicutes,

Bacteroidetes, Cyanobacteria e Verrucomicrobia.

A proporcdo do filo Proteobacteria teve uma grande variacdo em relacdo aos
metagenomas de agua do Rio S&o Benedito, tendo uma maior quantidade de

representantes do que nos metagenomas oriundos da regido anus dos peixes. Os
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metagenomas oriundos de agua do Rio Sdo Benedito 381 e 387 apresentaram uma
quantidade maior do filo Actinobacteria do que os metagenomas de agua do Rio S&o
Benedito 377 e 390, mas continuam seguindo um padrdo. Ja para 0s metagenomas
oriundos da regido anus dos peixes, pode-se observar que ha uma discrepancia no
metagenoma 1C3, pois este apresenta um nimero muito maior de bactérias pertencentes
ao filo Firmicutes, do que os outros metagenomas oriundos da regido anus dos peixes e
também apresentou um nimero baixo de bactérias do filo Actinobacteria, mostrando que
este metagenoma possui uma comunidade microbiana com proporgdes diferentes das
outras amostras oriundas de peixes. Diferente da comunidade microbiana encontrada nos
metagenomas de dgua do Rio Sdo Benedito, que tem uma proporcdo semelhante de
bactérias contidas nos filos, os metagenomas oriundo da regido anus dos peixes, mostram
uma diferenca nas proporgdes dos filos Actinobacteria e Firmicutes. As amostras 1C2,
1C4 e 1C5 possuem uma quantidade muito maior de bactérias do filo Actinobacteria.
Entretanto, as amostras 1C1 e 1C3 apresentam uma quantidade de bactérias maior no filo
Firmicutes. J& para o filo Proteobacteria, a proporcdo manteve-se equilibrada nos

metagenomas da regido anus dos peixes.

Em relacdo aos géneros, um dos objetivos desta tese foi verificar a presenca do
género Aeromonas nas amostras oriundas do peixe S. rhombeus e nas amostras de agua
do Rio Sdo Benedito. Foi verificado pelo uso dos dados metagendmicos que as amostras
oriundas de peixes apresentaram de 3-20 leituras, sendo 1C1 (9), 1C2 (20), 1C3 (4), 1C4
(11) e1C5 (3). Ja para as amostras de agua foi possivel encontrar de 7-26, sendo: 377 (17),
381 (14), 387 (7) e 390 (26). Estas sequéncias estdo representadas no grafico de barras na
categoria do filo: “Outras Proteobacterias”. Sendo assim, ndo foi possivel detectar uma
grande quantidade do género pela técnica de sequenciamento metagendmico shotgun. Ao
tentar isolar as bactérias do género Aeromonas em meio seletivo GSP, ndo foi possivel
encontrar colénias com as determinadas caracteristicas. Mostrando que ha menos

abundancia deste género neste ambiente de estudo.
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Figura 37: Grafico de barras empilhadas apresentando os 10 géneros mais abundantes
dentro dos 10 filos mais abundantes em cada metagenoma. Gréafico de barras empilhadas
feito os pacotes R Phyloseq e R fantaxtic/ggnested (McMurdie &, Holmes, 2013;
Teunisse, 2022; R Core Team, 2022).

O gréfico apresentado na Figura 37, mostra os 10 géneros mais abundantes dentro
dos 10 filos mais abundantes. Os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes,
apresentaram diversos géneros, como: Arthrobacter, Kocuria, Streptomyces Bacillus,
Enterococcus, Staphylococcus. Os géneros mais abundantes nos metagenomas da regido
anus dos peixes foram: Kocuria e Staphylococcus para os metagenomas 1C1, 1C4 e 1C5.
Para o 1C2 foram os géneros Kocuria e Arthrobacter. J4& o metagenoma 1C3 foi o mais
diferente, tendo os géneros Enterococcus e Macrococcus como 0s mais abundantes, o
género Staphylococcus ficou em terceiro lugar e o género Kocuria ficou em 200°. O
género Bacillus estd igualmente representado em todos 0s metagenomas da regido anus
dos peixes. O género Arthrobacter esta representado em todos os metagenomas, estando
em segundo lugar para o metagenoma 1C2, terceiro lugar para os metagenomas 1C4 e
1C5, em quinto para o metagenoma 1C1. Ja para o metagenoma 1C3, esta representado
na posicao 44°. Para 0 metagenoma 1C3, o género Macrococcus ficou em segundo lugar
em relacéo a abundancia. Ja para os demais ficou em quarto para o0 1C1, em quinto para

0 1C4 e em 7° para o 1C5, ja para o 1C2 ficou em 62°. O género Micrococcus esta
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distribuido de forma similar nos metagenomas 1C1, 1C2, 1C4 e 1C5, sendo em 6° lugar
para 0 metagenoma 1C1 e 8° lugar nos metagenomas 1C2, 1C4 e 1C5. Ja para o
metagenoma 1C3, este género nédo foi representado. O género Enterococcus foi bem
representado nos metagenomas 1C3 estando em primeiro lugar, para 0 metagenoma 1C2
ficou na 4° posicdo, no metagenoma 1C1 ficou na posicdo 11°, ja nos metagenoma 1C4 e

1C5, o género esta nas posicdes 22° e 35°, respectivamente.

Em relacdo ao género, as amostras de agua apresentaram uma grande diversidade,
como: Acinetobacter, Bradyrhizobium, Brevundimonas, Caulobacter, Mycobacterium,
Nocardioides, Novosphingobium, Rhodococcus e Streptomyces. O género mais
abundante foi o Mycobacterium. Em segundo lugar, 0 género comum entre 0s quatro
metagenomas de agua do Rio Sdo Benedito foi o Acinetobacter. O género Streptomyces
foi 0 5° mais abundante nas amostras 381,387 e 390, ja para a amostra 377 foi 0 8° mais
abundante. Os géneros Nocardioides, Caulobacter, Bradyrhizobium também estéo
igualmente representados nos metagenomas de agua do Rio Sao Benedito. A distribuicdo
dos géneros Brevundimonas e Novosphingobium apresentou maior semelhanca entre as
amostras 381 e 387. O género Brevundimonas esta em segundo lugar em abundancia na
amostra 381 e em terceiro lugar para a amostra 387. E 0 género Novosphingobium esta
em 13° para 0 metagenoma 381 e em 9° lugar para 0 metagenoma 387. Ja para 0s
metagenomas 377 e 390, hd uma diferenca nesta posi¢cdo. O género Brevundimonas esta
em 20° lugar para 0 metagenoma 377 e na 9° posi¢cdo para o metagenoma 390. O género
Novosphingobium estd em segundo lugar para o metagenoma 377 e 4° lugar para o
metagenoma 390. Mostrando que as amostras 381 e 387 possuem mais bactérias do
género Brevundimonas, ja os metagenomas 377 e 390 possuem uma maior abundancia de
bactérias do género Novosphingobium. Pode-se perceber algumas diferencas entre os
metagenomas oriundos da agua do Rio Sdo Benedito, como a amostra 377 que apresentou
uma maior diferenca para as demais amostras de agua, possuindo uma maior quantidade
de bactérias nos géneros Polynucleobacter e Erythrobacter, estando representadas em 4°
e 5° lugar para este metagenoma. O metagenoma mais proximo ao 377 foi o 390 que
apresentou o género Erythrobacter em 9°. Outra diferenca entre os metagenomas de dgua

do Rio S&o Benedito estd na amostra 381 que apresentou um grande nimero de bactérias
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Figura 38: Mapa de calor apresentando o0s géneros que representam pelo menos 20% das
leituras em pelo menos um dos metagenomas. Mapa de calor feito com o pacote R
Phyloseq (McMurdie &, Holmes, 2013; R Core Team, 2022).

Para uma melhor compreensdo e comparagdo dos géneros mais abundantes nos
metagenomas, foi realizado um corte para delimitar os géneros que representem pelo
menos 20% das leituras em pelo menos um dos metagenomas (Figura 38). Como
resultado pode-se verificar que as amostras de peixes (1C1, 1C2, 1C4 e 1C5) apresentam
uma maior similaridade na composicdo da comunidade de microrganismos, tendo o
género Kocuria em comum. Os metagenomas 1C1, 1C3, 1C4 e 1C5 apresentam o género
Staphylococcus, apenas a 1C2 ndo apresentou o género nessas condicfes da analise. O
metagenoma 1C3 apresenta uma discrepancia dos demais metagenomas da regido anus
dos peixes, tendo uma grande abundéancia de bactérias do género Enterococcus. Os
metagenomas de &gua do Rio S&o Benedito apresentam um padrdo na composi¢do da

comunidade microbiana, todas apresentam o género Mycobacterium.

As bactérias isoladas do peixe foram: Bacillus; Brevibacterium; Kocuria;
Microbacterium; Priestia; Serratia; Sphingomonas e Staphylococcus. Apds realizar a

caracterizagdo taxonémica dos metagenomas, foi possivel verificar os géneros isolados e
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a abundancia desses nos metagenomas. A comparacao das estirpes isoladas dos peixes e
a analise taxondmica dos metagenomas oriundos dos peixes esta apresentada na Tabela
25.

Tabela 25: Analise dos principais géneros isolados e identificados pelo MALDI-TOF na
parte | do trabalho e comparacdo com a abundancia desses géneros encontrados atraveés
da classificacdo taxondmica dos metagenomas com o banco de dados RefSeq através da
ferramenta MG-RAST.

Abundancia dos géneros nos metagenomas

Género

identificados pelo

MALDI-TOF 1C1 1C2 1C3 1C4 1C5
Staphylococcus 26.163 1.170 1.532 14.444 6.084
Bacillus 5.124 4.578 1.164 2.889 1.180
Brevibacterium 276 761 0 423 413
Kocuria 6.353 22.327 2 15.793 14.465
Serratia 48 24 12 18 8
Sphingomonas 7 13 0 10 11
Microbacterium 0 0 0 0 0
Niallia 0 0 0 0 0
Priestia 0 0 0 0 0

* Os géneros Microbacterium, Niallia e Priestia, marcados de cinza na tabela,
foram identificados pelo MALDI-TOF no isolamento realizado em bancada, porém néo

foram encontrados nas andlises in silico dos metagenomas.

A alfa diversidade, utilizada para verificar a diversidade das amostras, foi
calculada pelo indice Chaol, que avalia a riqueza total das amostras, e o indice de
Shannon (Shannon-Weiner) que avalia a riqueza (diversidade de espécies) e abundancia
relativa (igualdade) das amostras. Os resultados estdo apresentados na Figura 39.

O indice de diversidade observada representa o total de OTU (em nivel de género)

em cada metagenoma. As amostras de agua apresentaram o niimero de OTUs superior a
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500. Ja para as amostras 1C1, 1C2, 1C4 e 1C5, todas oriundas do anus dos peixes, 0
numero de OTUs variou entre 400 - 500 OTUS. A amostra 1C3 foi a que apresentou o

menor nimero de géneros, tendo 308 OTUs.

As analises com o indice de diversidade Chaol examina todos o0s taxons que
possuem singleton e doubleton e faz uma estimativa dos taxons que estdo nas amostras,
sendo assim, levam em consideracdo os taxons raros. Os metagenomas oriundos de agua
do Rio Séo Benedito e 0os metagenomas, 1C1, 1C2 e 1C4, oriundos da regido anus dos
peixes possuem um indice Chaol de 500. Exceto o 1C3 que apresentou um valor menor
de Chaol, mostrando ter menos riqueza que os demais metagenomas, ja 0 metagenoma
1C5 foi 0 que apresentou um indice de Chaol mais alto, aproximadamente 6.000, sendo
assim, esse metagenoma apresenta uma grande riqueza, com muitos t&xons com um ou

dois representantes (singleton e doubleton).

O indice de diversidade Shannon para as amostras de agua ficou em torno de 4 —
4.5, sendo mais alto do que os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes,
mostrando que os metagenomas de dgua do Rio Sdo Benedito possuem uma maior
diversidade de espécies bacterianas que os metagenomas da regido anus dos peixes. Os
metagenomas 1C1, 1C4 e 1C5, oriundos de peixes, possuem o indice de Shannon em
torno de 3. Em relacdo a esse grupo, 0 metagenoma 1C2 apresentou o indice de Shannon
maior, em torno de 3.5, mostrando uma maior diversidade e uniformidade na comunidade
bacteriana. J& 0 metagenoma 1C3 apresentou o indice de Shannon mais baixo, em torno
de 1.6, apresentando uma intravariabilidade menor que os demais, tendo uma comunidade
tendenciosa com menos espécies de bactérias dominantes que nos outros metagenomas
de 4gua do Rio S&o Benedito e os metagenomas da regido anus dos peixes, sendo assim,
é menos diverso e menos uniforme. Ambientes com muita diversidade, normalmente
possuem o indice de Shannon acima de 2, sendo apenas o0 metagenoma 1C3 com uma
uniformidade baixa e pouca diversidade de acordo com esse ponto de corte. Os demais
metagenomas apresentaram o indice de Shannon acima de 2, podendo ter uma maior

diversidade.
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Figura 39: Gréfico representando a Alfa diversidade dos metagenomas. Atraves dos
indices de diversidade observada, Chaol e Shannon. Grafico feito com a ferramenta R e
pacote Phyloseq (McMurdie &, Holmes, 2013; R Core Team, 2022).

A Figura 40 apresenta os resultados da reducdo de dimensionalidade da matriz de
distancia Bray-Curtis com a abordagem de Andlise de Coordenadas Principais (PcoA), a
qual possibilita representar as relacdes entre metagenomas e consequentemente a
identificacdo de dois clusters, relacionados aos metagenomas oriundos de amostras de
agua do Rio S&o Benedito e oriundos da regido anus dos peixes da espécie S. rhombeus.
A topologia do grafico apresenta dois grandes grupos, o grupo dos metagenomas 1C1,
1C2, 1C3, 1C4 e 1C5 que sdo os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes da
espécie Serrasalmus rhombeus e o grupo dos metagenomas 377, 381, 387 e 390 que sdo
0s metagenomas oriundos das amostras de dgua do Rio Sdo Benedito. O gréafico apresenta

duas dimensdes que mostram 86,4% da variacéo total entre os metagenomas.
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Através dessa andlise, pode-se verificar que a intravariabilidade entre os
metagenomas oriundos das amostras de agua do Rio Sdo Benedito € menor do que a
intravariabilidade dos metagenomas oriundos da regido Anus dos peixes da espécie
Serrasalmus rhombeus, sendo assim, os metagenomas dentro do grupo dos peixes sdo
mais diferentes, apresentando uma comunidade diferente. Ja 0s metagenomas oriundos
da agua do Rio Sao Benedito apresentam uma comunidade mais semelhante. Dentre 0s
metagenomas oriundos da regido Anus dos peixes da espécie Serrasalmus rhombeus, o
metagenoma 1C3 apresentou ser 0 mais dissimilar dos demais metagenomas deste grupo.
Ja a Intervariabilidade é grande entre os dois grupos (Agua e Peixes), mostrando que a

comunidade microbiana presente é diferente.
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Figura 40: Ordenacdo da andlise de coordenadas principais (PcoA) de uma matriz de
dissimilaridade calculada pela distancia de Bray-Curtis. Grafico feito com a linguagem
de programacgédo R e o pacote Phyloseq (McMurdie &, Holmes, 2013; R Core Team,
2022).

Para testar se 0 grupo dos metagenomas oriundos da regido anus dos peixes da

[
mn

-0.50 -0.

espécie S. rhombeus e o grupo dos metagenomas oriundos das amostras de agua do Rio
Sé&o Benedito, séo significativamente diferentes, de acordo com o teste Permanova para

Adonis, com o pacote R Vegan foi empregado. Tendo como resultado o valor de 0,007,
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sendo significativo e mostrando que existe diferenca significativa entre os dois grupos
(metagenomas oriundos de amostras de agua do Rio S8o Benedito e 0os metagenomas
oriundos da regido anus dos peixes da espécie S. rhombeus).

Neste teste é possivel afirmar que a intravariabilidade (comparagdo entre as
amostras do grupo) é menor que a intervariabilidade que é a comparacao entre os dois
grupos dos metagenomas (oriundos da agua do Rio Sdo Benedito X 0s metagenomas da
regido anus dos peixes), também pode-se concluir que a amostragem dos diferentes

ambientes foi significativa.

A Figura 41 apresenta a beta diversidade representada por boxplot, mostrando o
indice de dissimilaridade calculado pela distancia Bray-curtis. Por meio dessa anélise
pode-se observar que o grupo dos metagenomas oriundos das amostras de dgua Rio Sdo
Benedito possuem uma variabilidade menor, sendo mais semelhantes entre si. Ja o grupo
dos metagenomas oriundos da regido anus dos peixes da espécie S. rhombeus possuem
uma maior variabilidade, tendo uma comunidade microbiana mais diferente. Ambos os
grupos sao assimétricos positivos, pois as medianas estdo mais préximas ao primeiro
quartil. Por meio da distancia Bray-curtis, pode-se observar que os metagenomas do
grupo da regido anus dos peixes sdo muito dissimilares, podendo variar em torno de 0.2
— 0.8 de diversidade. J& os metagenomas oriundos das amostras de agua do Rio Sao

Benedito ficam em torno de 0.2 — 0.3 de diversidade Bray-curtis.
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Figura 41: Gréafico boxplot contendo a beta diversidade comparando os metagenomas
oriundos da regido anus dos peixes e 0s metagenomas oriundos da agua do Rio Sé&o
Benedito. Grafico feito com a linguagem de programacdo R e o pacote Phyloseq

(McMurdie &, Holmes, 2013; R Core Team, 2022).
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4.3.2.4 Avaliacdo funcional de metagenomas e anotacdo das montagens dos

contigs

A avaliacdo funcional foi realizada por meio de atribuicGes de ortologia e
mapeamento de vias metabdlicas realizadas pelas ferramentas KAAS e KEGG Mapper

Reconstruction, os resultados estdo apresentados na Tabela 26 e Figuras 42 e 43.

Tabela 26: Tabela com o total de genes ortélogos anotados para cada categoria de vias

metabdlicas, dados oriundos da ferramenta KAAS e KEGG Mapper Reconstruction.

Categoria

Metagenom . Processamento de Processamento de .

a Metabolism - N Processos Sistemas Doencas

Informacao Informacdes .
o Y. . . Celulares Organismos Humanas
Genética Ambientais

1C1 803 74 72 31 20 51
1C2 1.537 119 109 54 37 58
1C3 1.051 96 110 66 7 40
1C4 1.079 107 60 29 23 68
1C5 783 50 34 27 19 32
377 8 1 0 2 1 1
381 127 12 9 5 3 3
387 88 2 7 5 3 8
390 66 2 4 5 1 4

Ao observar as certas vias metabdlicas, como: na categoria de processamento
ambiental, e nas subcategorias de biodegradacdo de xenobidticos e biossintese de
glicanos, que sao super representados em microrganismos oriundos de ambientes
poluidos, pode-se estimar o impacto causado pela interferéncia do homem na natureza.
Neste estudo, o total de genes envolvidos nessas categorias para 0s metagenomas
oriundos da regido anus dos peixes ficou em torno de 66 - 162. Sendo os metagenomas
1C2 e 1C3 com os valores mais altos. Ja para os metagenomas oriundos de agua do Rio
S&o Benedito, os valores ficaram em torno de 5 - 14, sendo 0 metagenoma 381 o que
contém a maior quantidade de genes envolvidos nessas categorias. O metagenoma 377

N30 apresentou genes para essas categorias.

Em relacdo a categoria de “Resisténcia a medicamentos: antimicrobianos”, houve

anotacdo para todos os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes e apenas para
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um metagenoma de dgua do Rio S&o Benedito (387), a Figura 42 apresenta a quantidade
de genes anotados para cada metagenoma. Os metagenomas oriundos da regido anus dos
peixes 1C1, 1C2, 1C3 e 1C4 apresentaram genes relacionados a resisténcia para beta-
lactdmicos, vancomicina e a um peptideo antimicrobiano catiénico (CAMP). J& o
Metagenoma 1C5 apresentou genes de resisténcia a beta-lactamicos e vancomicina. Para
0s metagenomas oriundos de agua Rio Sdo Benedito, apenas o 387 apresentou um gene
relacionado a resisténcia para beta-lactamico. Mostrando que no ambiente peixe existem

mais organismos capazes de resistir aos antimicrobianos.

Resisténcia a medicamentos: antimicrobianos

m1Cl m1C2 m1C3 m1C4 m1C5 m377 m381 m387 m390

14
9
8 8
3
1
0 o

Peixes (Serrasalmus rhombeus) Agua (Rio S3o Benedito)

16
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Total de Genes
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Figura 42: Graficos de barras apresentando o total de genes relacionados a resisténcia a
antimicrobianos, anotados pela ferramenta KAAS e KEGG Mapper Reconstruction,

Os sistemas da subcategoria de “Biossintese de metabdlitos secundarios” foram
avaliados e apresentados na Figura 43. Apenas 0 metagenoma 381 dentre as amostras de
agua obteve sequéncias relacionadas a algum dos 19 sistemas analisados para a
subcategoria. Sendo anotados nos sistemas de “Biossintese de: betalaina”;
“fenilpropanoide”; “novobiocina” e “prodigiosina”. Trés sistemas foram anotados para
todas as amostras de peixes, 0s quais sdo relacionados a ‘“Biossintese de:
monobactamico”; “novobiocina” e “prodigiosina”. Os sistemas de “Biossintese de:
acarbose e validamicina”; “betalaina”; “fenilpropanoide” e “neomicina, canamicina e

gentamicina” foram anotados em apenas um dos metagenomas.
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Figura 43: Graficos de barras empilhadas com as vias de biossintese de substancias

antimicrobianas.

Por meio da andlise com o KEGG, foram anotadas diversas vias metabolicas
relacionadas a producdo de substancias antimicrobianas dentro da subcategoria de
“Biossintese de metabolitos secundarios”. Em relacdo a producdo de antibioticos, foi
possivel encontrar 9 vias: producdo de antibioticos (1C3, 1C4 e 1C5); biossintese de
acarbose e validamicina (1C3); producéo de carbapenema ( 1C2, 1C3 e 1C5); biossintese
de fenazila (1C1, 1C3 e 1C4); biossintese de monobactamicos (1C1-1C5); biossintese de
neomicina, canamicina e gentamicina (1C2); biossintese da novobiocina (1C1-1C5, 381);
biossintese de penicilina e cefalosporina (1C1 e 1C2) e biossintese de estreptomicina
(1C1, 1C2, 1C3 e 1C4). Assim como foram anotadas as vias de produgdo dos corantes:
biossintese de betalaina (381) e biossintese de prodigiosina (1C1-1C5, 381).
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A ferramenta PlasmidFinder encontrou uma sequéncia de plasmideo para o
metagenoma 1C3 (NODE_121). Por meio do BLASTn do NCBI foi possivel verificar
que essa sequéncia possui 100% de identidade, 100% de cobertura e e-value de 0.0 com
a sequéncia de plasmideo QY182 DNA do organismo Enterococcus mundtii QU 25. O
plasmideo QY182 possui o tamanho de 181.920 pb e o contetdo G+C de 36,2%. Pela
classificacdo taxondmica, a ferramenta MG-RAST anotou sequéncias de plasmideos e
estas estdo apresentadas na Tabela 27. Nesta analise ndo foram encontradas sequéncias
de plasmideos para os metagenomas 1C3, 387 e 390.

Tabela 27: Resultado dos plasmideos anotados pela classificagdo taxondmica da
ferramenta MG-RAST

Plasmideo 1C1 1C2 1C4 1C5 377 381
Plasmideo ColE1 0 0 1 0 0 0
Plasmideo Collb-P9 0 0 4 0 0 0
Plasmideo F 0 0 1 0 0 0
Plasmideo pAL5000 1 65 29 21 0 0
Plasmideo pLB1 0 5 0 0 1 1

* Em cinza esta destacado o plasmideo pAL 5000, este foi encontrado em maior quantidade e em
um ndmero maior de metagenomas

A ferramenta ABRicate, utilizada para verificar genes de resisténcia e fatores de
viruléncia, anotou genes apenas para os metagenomas 1C1 e 1C3, os resultados estdo

apresentados na Tabela 28.
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Tabela 28: Resultado da ferramenta ABRIcate com os bancos de dados ARG-ANNOT,
CARD, Ecoli_VF, EcCOH, MEGARES, NCBI, PlasmidFinder, Resfinder e VFDB.

Banco de
Metagenoma dados Sequencia Inicio Fim Gene Cobertura Identidade Acesso Produto
1C1 plasmid NODE_22 298 1221 rep13 6_rep  99.89 81.95 AM184099 rep13_6_rep(pLN
finder length_1647 (rLNU1) U1)_AM184099
1C3 Argannot NODE_237 55 1107 (Gly)vanC4 100 97.72 EU151752:2 (Gly)vanC4
length_1371 9-1081
Megares NODE_237 55 1371 VANC 81.2 98.1 MEG_7377 Drugs:Glycopepti
length_1371 des:VanC-
type_resistance_p
rotein:VANC
NCBI NODE_237 55 1107 vanC2/3 100 97.72 NG_048346. D-alanine--D-
length_1371 1 serine ligase
VanC2/3
Plasmid NODE_121 126 1625 repUS28_repE 100 90.53 AP013037 repUS28_repE(p
finder length_1667 (pQY182) QY182)
AP013037
Resfinder NODE_237 55 1371 vanC4XY_1 81.2 98.1 EU151752 VanC4XY

length_1371

A sequéncia encontrada para o metagenoma 1C1 pela ferramenta PlasmidFinder,

possui identidade de 81,95% com o gene rep13_6_rep do plasmideo pLNU1. O gene rep

codifica a proteina iniciadora de replicacdo. Na literatura esse plasmideo contém o gene

Inu(A) que codifica uma lincosamida nucleotidiltransferase, que confere resisténcia a

lincosamida (Ldthje, von Kockritz-Blickwede & Schwarz, 2007).

No UniProt a

sequéncia teve 79,4% de identidade com a sequéncia do gene HGA08_ 30690 da bactéria

Nocardia vermiculata, que foi anotado com a funcdo de codificar uma proteina de

replicacdo de plasmideos Gram-positivos do tipo 1 (Acesso do UniProt: AOA846YCL2).

Ja para o metagenoma 1C3, as sequéncias encontradas nos bancos de dados com o uso da

ferramenta ABRIcate estdo relacionadas a presenca de resisténcia ao antibiotico

vancomicina.
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4.3.2.5 Mineracdo de genes relativos a substancias antimicrobianas em

metagenomas

A ferramenta AntiSMASH anotou clusters apenas para 0os metagenomas 1C2 e
1C4. Os resultados estéo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29: Resultado do AntiSMASH e BLAST com a base de dados UniProt para 0s

genes de biossintese central que foram encontrados nos metagenomas.

UniProt/ BLAST
Metageno AntiSMASH Entrada/ Identidad
ma Cluster Acesso Proteina/Gene e Organismo
1C2 NI-sider6foro Trembl/ Lisina N-aciltransferase MbtK,
AOAOH2KL19 proteina K da micobactina 89,80% Cellulosimicrobium funkei
sintase/ FB00_13325
RiPP-like
Trembl/ Lactococcin 972 familia
41,109 Rathayibact . Leaf294
AOAOQ5AK36 bacteriocina/ASF42_ 07335 % Rathayibactersp. Lea
Terpeno Trembl/
(Biossintese) AOASNSXF78 Esqualeno sintase /FB00_02900 93,80% Cellulosimicrobium funkei
Terpeno Trembl/ UDP-glucose 4- 88.60% Cellulosimicrobiu
(Adicional)  AOAOH2L6Z3  ¢pimerase/FB00_02895 S m funkei
1C4 NI-sideré6foro Trembl/ Kocuria rhizophila (strain

Proteina de biossintese putativa

98,809
de sider6foro/ KRH_10950 %

B2GG14

ATCC 9341 / DSM 348 /
NBRC 103217 / DC2201)

* Em cinza esté destacado o cluster de producédo de bacteriocina.

Para o metagenoma 1C2 foram anotados trés clusters. O primeiro foi o NI-
sideroforo, que contétm um gene biossintético central, que ao ser analisado pela
ferramenta BLAST do UniProt resultou em um gene relacionado a producdo de
micobactina, que é um sideroforo descrito em micobactérias. O cluster de terpeno anotou
um gene de biossintese central e outro gene biossintético-adicional. Por analises do
BLAST com a base de dados do UniProt, foi possivel verificar que estes genes estdo
relacionados com a sintese de esqualeno (a qual catalisa a reducdo da farnesil difosfato,
posteriormente originando o esqualeno, que é convertido em Varios esterois),
carotenoides (pigmentos isoprendides) e fitoeno (intermediario de 40 carbonos na

biossintese de carotendides).
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No cluster RiPP-like foi encontrado um gene da biossintese central e um gene
classificado como “Outros Genes” (Figura 44). Os genes anotados no cluster de Ripp-like
foram traduzidos e as proteinas foram analisadas nas ferramentas BLAST do NCBI e
BLAST do UniProt. A anélise do gene de biossintese de Ripp-like no BLASTp do NCBI
resultou em 100% de identidade, 100% de cobertura e com e-value de 3e-64 com a
sequéncia da bacteriocina da familia lactococina 972 (ID: WP_086149405.1) oriunda da
bactéria do género Cellulosimicrobium; e no BLAST do UniProt, resultou em uma
bacteriocina lactococina oriunda da bactéria Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG
2130 (Holo, Nilssen & Nes, 1991).

Jé o gene anotado como “Outros genes” na analise do BLAST do NCBI resultou
em 100% cobertura, 99,72% de identidade e 0.0 de e-value com uma proteina hipotética
(ID: WP_043656583.1), oriunda da bactéria do género Cellulosimicrobium. Ja no
BLAST do UniProt, esta proteina teve 99.6% de identidade como a proteina contendo o
dominio FtsX e gene 1U11_ 07460 (UniProt/Trembl: AOA085LFZ5) oriunda da bactéria
Cellulosimicrobium sp. A proteina transmembrana que contém o dominio extracelular

FtsX esté relacionada a transporte e resisténcia aos antibidticos (Crawford et al., 2011).

Ap0s a analise dos genes/proteinas, os mesmos foram buscados na anotacdo do
PROKKA para verificar quais outros genes estavam proximos, analisando os contigs ao
lado do contig que contém os genes de interesse. Os genes anotados pelo AntiSMASH

para o cluster Ripp-like estdo representados na Figura 44.
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Figura 44: Na primeira linha, cada cor representa os contigs anotados pela ferramenta
PROKKA. No contig Roxo (NODE_187) foi identificado o cluster génico para o RiPP-
like (outro produto peptidico sintetizado por ribossomo e modificado pés-traducao (RiPP)
ndo especificado) anotado pela ferramenta AntiSMASH. Em vermelho esta representado
0 gene de biossintese central de producéo da bacteriocina da familia lactococina 972. O

gene, representado pela cor verde, foi classificado como “Outros Genes”.

J& para 0 metagenoma 1C4 foi anotado apenas um cluster de NI-sider6foro, que
contém um gene biossintético central. Este foi analisado no BLAST do UniProt e resultou
em uma proteina de producdo de sideroforo, possuindo o dominio N-terminal e C-

terminal do sider6foro aerobactina.

A busca por substancias antimicrobianas tambem foi realizada pela ferramenta
BLAST contra os bancos de dados de bacteriocinas. A qual foi possivel encontrar 14
sequéncias relacionadas com a producéo de substancias antimicrobianas para as amostras
oriundas do peixe S. rhombeus (Tabela 30). Ja para as amostras oriundas de dgua, pode-
se encontrar trés sequéncias para a producdo de substancias antimicrobianas (Tabela 31).
As sequéncias encontradas sao responsaveis pela producdo das bacteriocinas, zoocina A
e linocina M18. Apenas 0 metagenoma 1C4 apresentou uma sequéncia correspondente a

producdo da bacteriocina closticina.
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Tabela 30: Resultado do BLASTp entre as amostras oriundas de peixes da espécie

Serrasalmus rhombeus e os bancos de dados de substancias antimicrobianas. Resultados
dos bancos de dados BACTIBASE e BAGEL classe Ill.

Sequéncia de % gap q. q. s. s.
Amostra consulta Sequéncia DB identidade Alinhamento mismatches opens start end start end e-value bit score
1C1  NODE 3469  BAC137 Linocin
M18 53763 93 43 0 280 2 69 161 2.10e-31 102
NODE 5786  BAC137 Linocin
M18 50.000 74 37 0 1 222 25 98 337e-17 647
NODE 6308 ~ BACI98  ZoocnA 37479 73 42 2 217 2 38 114 4.60e-11 47.8
NODE 7178  BAC198 ZoocinA 4447 47 33 1 203 3 75 137 7.40e-12 49.7
1C2  NODE 2033  BAC137 Linocin
M18 57466 221 94 0 668 6 15 235 1.25e¢-82 239
NODE 4967~ BACI98  ZoocnA 35354 99 50 3 121 396 19 113 3.90e-13 562
1C3 NODE_164  BAC198 Zoocin A 123
37.607 117 60 3 908 7 3 113 6.20e-15 659
NODE_ 1211  BAC198 ZoocinA 35497 197 59 4 75 404 6 113 2.11e-12 56.2
NODE_1693  BACI98  ZoocinA 4405 05 46 3295 2 3 99 176e-16 66.6
i .
NODE_3495%  BAC198  ZoocinA ., 444 54 30 0 31 192 60 113 4.92e-11 489
1C4 NODE 1421  BAC137 Linocin
M18 62428 173 65 0 563 45 81 253 1.25e-77 224
NODE_3115  BAC198 ZoocinA 35549 g 41 3 247 11 54 125 6.50e-12 52.0
NODE 4257  BAC198 ZoocinA 49450 51 25 1 308 156 63 112 6.70e-12 51.2
NODE_1978** Closticin_ UNIPROT
74 Q8GCU9_CLO
TY 41935 124 55 5 1 345 193 308 1.83e-20 782
1C5 NODE_671 BAC137 Linocin
M18 60.140 143 57 0 56 137 111 253 1.77e-59 178

* Apenas no banco de dados Bactibase
** Apenas no banco de dados BAGEL Classe Il
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Tabela 31: Resultado do BLASTp entre as amostras oriundas da agua do Rio S&o
Benedito e os bancos de dados de substancias antimicrobianas. Resultados dos bancos de
dados BACTIBASE e BAGEL classe IlI.

L % gap q. q. s. s.
Sequéncia de
Amostras consulta Sequéncia DB identidade Alinhamento Mismatches opens start end start end e-value  bit score
377 Nao houve hit
381 Linocin
NODE_2033 BAC137 M18 57.466 221 94 0 668 6 15 235 1.25e-82 239
NODE_4967* BAC198 Zoocin A 38.384 99 50 3 21 396 19 113 3.90e-13 56.2
387 Nao houve hit
390 Linocin
NODE_972  BAC137 M18 69.048 84 25 1 249 1 164 247 3.05e-40 125

* Apenas no banco de dados Bactibase

O grafico da Figura 45 apresenta todas as bacteriocinas encontradas para cada

metagenoma.
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Figura 45: Gréafico de barras apresentando as sequéncias de bacteriocinas encontradas
para cada metagenomas. Apenas 0s metagenomas 377 e 387 nao apresentaram
bacteriocinas.
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4.4 - Discussao
Assim como os trabalhos anteriores do nosso grupo, incluindo os realizados por

nossas linhas de pesquisa mencionados no capitulo 2 e 3, buscar novas fontes de
substancias antimicrobianas para combater estirpes patogénicas resistentes &
fundamental. A bioprospeccdo em ambientes aquéaticos é de grande relevancia nessa
busca. Sendo assim, o Rio Sdo Benedito, localizado no estado do Pard, foi selecionado
para realizar a bioprospecc¢éo de bactérias produtoras de substancias antimicrobianas em
peixes nativos e também analisar as bactérias que estdo presentes na dgua deste rio. O
local de amostragem, o Rio S&o Benedito (PA), caracteriza-se por ser um local com baixo
impacto antropogénico, de agua doce e muito diferente da Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ)
que sofre os impactos de estar inserida numa cidade urbana de grande densidade
populacional e possui um canal pelo qual entra dgua salgada do mar. Sendo importante
fazer essa avaliacdo, ja que a pressdo humana molda o microbioma do local, podendo
levar ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (Duarte et al., 2022). Como
também a producdo de diversas substancias toxicas que as auxiliam na competi¢do com
outras bactérias, por exemplo as bacteriocina que oferecem uma vantagem competitiva

as bactérias produtoras.

4.4.1 Bactérias antagonistas isoladas de agua e peixes

Isolar bactérias de peixes e animais marinhos é uma excelente abordagem para
encontrar diversas bactérias produtoras de substancias antimicrobianas. Como
mencionado no trabalho de Fotso e colaboradores (2022), que fez uma bioprospecgdo em
bactérias do acido lactico (LAB) isoladas de peixes para verificar a producdo de
bacteriocinas, avaliando o potencial de uso como bioconservantes. Foram isoladas 88
bactérias lacticas e a estirpe FO1 da espécie Lactococcus lactis foi capaz de produzir
bacteriocina. Um outro trabalho verificou a producdo de bacteriocinas em 116 bactérias
isoladas de amostras de peixes e frutos do mar, das quais foram detectadas 16 bactérias
do &cido lactico produtoras de bacteriocinas. As que apresentaram maior halo de inibicéo
contra todas as bactérias do género Listeria testadas, foram as estirpes: Enterococcus
mundtii LP17, isolada de salmonete e produtora da bacteriocina bacLP17, e a estirpe E.
mundtii LP18, isolada de sardinha e produtora da bacteriocina bacLP18 (Iseppi et al.,
2019). Na presente tese foram isoladas 71 bactérias oriundas de peixes do Rio Séo
Benedito, dentre essas, 46 bactérias apresentaram atividade antimicrobiana contra alguma

das bactérias patogénicas testadas. Pereira e colaboradores (2022) afirmam que o
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ambiente aquatico possui condi¢fes que influenciam a microbiota dos animais marinhos
e muitos produzem substancias de interesse biotecnoldgico. Com essa afirmacéo e os
resultados obtidos nesta tese, pode-se perceber que buscar bactérias em ambiente aquéatico
é uma abordagem bem sucedida para conseguir isolar bactérias produtoras de substancias

antimicrobianas.

As estirpes isoladas dos peixes S. rhombeus e testadas para a producdo de
substancias antimicrobianas, conseguiram inibir diversas estirpes patogénicas, como:
Acinetobacter baumannii; Escherichia coli ESBL; Enterococcus cloacae NDM,
Klebsiella pneumoniae (KPC e ESBL); Pseudomonas aeruginosa SPM; Salmonella
typhimurium; Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Entretanto, algumas
destas estirpes patogénicas apresentam resisténcia a drogas. Este resultado mostra o quao
importante é realizar a bioprospeccdo em ambientes aquéaticos para buscar novas
substancias com potencial uso contra estirpes patogénicas resistentes. Como a bactéria E.
coli produtora de B-lactamase de espectro estendido (ESBL), que vem sendo disseminada
pelo mundo todo, causando doencas ndo s6 nos homens, como também perdas
econdmicas na industria avicola. A presenca de bactérias resistentes em animais, que sao
fonte de alimentos para os homens, torna este um problema de satde publica (Yoon &
Lee, 2022). Outro género também relatado por ter estirpes patogénicas, que produzem
toxinas e podem possuir resisténcia a diversos antimicrobianos, é o género Acinetobacter
(Ibrahim et al., 2021). Os microrganismos Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter cloacae formam um grupo de seis patdgenos, nomeado de ESKAPE, estes
sdo conhecidos por suas resisténcias aos antibidticos. Um trabalho recente, verificou o
perfil de suscetibilidade a antibi6ticos de microrganismos pertencentes a este grupo.
Observou-se que todos 0s microrganismos apresentaram resisténcia extensiva a drogas
(XDR), isso significa que a bactéria é resistente a um ou mais antibidticos em quase todas
as categorias. Ja a estirpe de S. aureus era resistente a maltiplas drogas (MDR), sendo
resistente a um ou mais antibioticos de trés ou mais categorias testadas (Zalegh et al.,
2022). O estudo mostrou a necessidade de buscar novos compostos capazes de combater
essas bactérias patogénicas resistentes (ESKAPE). Nesta tese, diversas bactérias do grupo
ESKAPE foram testadas para verificar se seriam inibidas por meio de bactérias

ambientais. Os resultados dos testes de antagonismos das bactérias isoladas dos peixes S.
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rhombeus, mostram que as bactérias ambientais isoladas sdo capazes de inibir uma gama

de patogenos, incluindo muitas do grupo ESKAPE.

As estirpes Srl e Sr5 apresentaram um maior espectro de acdo, inibindo 8 e 6
estirpes patogénicas, respectivamente, dentre as 12 testadas e possuem um perfil de
inibicdo semelhante (Figura 34). A estirpe Srl conseguiu inibir: A. baumannii nao
produtora de OXA 23, E. coli ESBL, E. cloacae NDM, K. pneumoniae (KPC e ESBL),
P. aeruginosa (SPM e Ndo SPM) e S. aureus ATCC 6538. Entretanto, ndo conseguiu
inibir as estirpes: P. aeruginosa, E. faecalis 5ae, S. epidermis e S. typhimurium ATCC
13311. As duas estirpes foram isoladas das amostras oriundas da regido (A) boca do
peixe. Por meio dos testes de antagonismos, foi possivel concluir que as estirpes oriundas
da (A) boca e da regido (C) anus dos peixes apresentaram maior producgéo de substancias
antimicrobianas. Sendo 23 bactérias produtoras isoladas da regido (A) boca, 7 da regido
(B) branquias e 16 da regido (C) anus dos peixes. Devido a este resultado, foram
selecionadas as amostras da regido (C) anus dos 5 individuos e com essas amostras foi
realizado o sequenciamento metagenémico e assim foi possivel avaliar a comunidade do

microbioma e seus potenciais genes de producdo de substancias antimicrobianas.

4.4.2 Diversidade bacteriana

No que concerne a diversidade bacteriana encontrada nos microbiomas de estudo,
os filos predominantes para os metagenomas oriundos das amostras de dgua do Rio Sao
Benedito foram: Proteobacteria e Actinobacteria em maior quantidade e também os filos
Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria e Verrucomicrobia em menor propor¢do. A
composigdo da comunidade microbiana presente em ambiente terrestre, como o solo e a
presente em ambiente aquéatico, como os lagos e rios sdo distintas, tendo uma maior
abundancia de bactérias em alguns filos. Assim como, ha diferenca na composicdo do
microbioma de amostras oriundas de ambiente aquatico salino e ambiente aquatico de
agua doce (Logares et al., 2010). Um trabalho realizado com amostras de agua marinha,
coletada na costa atlantica no nordeste de Portugal, avaliou os metagenomas e pode-se
observar a prevaléncia dos filos Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes e
Actinobacteria (Duarte et al., 2022). J4 em ambientes de dgua doce, como 0s rios e lagos,
ha a prevaléncia de bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria e Proteobacteria (Ghai
etal., 2011; Newton et al., 2011). Como no trabalho de Ghai e colaboradores (2011) que

analisou 0 metagenoma de amostras de dgua do Rio Amazonas e foi observado uma maior
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abundancia de bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria, contendo de 20 - 25% de
leituras alinhadas para esse filo. Seguido do filo Proteobacteria com as classes (alfa, beta
e gama). Sendo este resultado semelhante ao encontrado nos metagenomas de &gua do
Rio S&o Benedito, analisados nesta tese. Por meio desses trabalhos, pode-se perceber que
o filo Actinobacteria € mais encontrado em ambiente de agua doce e o filo Proteobacteria
em ambiente maritimo, mostrando que a salinidade da agua interfere diretamente na

composi¢do do microbioma presente na agua (Lozupone & Knight, 2007).

Ja o outro microbioma analisado foi oriundo da regido do anus dos peixes da
espécie S. rhombeus. Este peixe é conhecido popularmente como “piranha preta” e foi
selecionado devido aos seus habitos alimentares, pois sdo piscivoros (Van der Sleen &
Albert, 2018), por serem itinerantes, estando presentes em todas as partes do Rio Séo
Benedito, e por ser uma das espécies mais conhecidas. Por meio da analise dos
metagenomas das amostras oriundas da regido anus dos peixes, os filos mais encontrados
foram: Firmicutes e Actinobacteria. O trabalho de Tyagi e colaboradores (2019) avaliou
a composicdo da microbiota intestinal do peixe Labeo rohita, popularmente conhecido
como carpa, oriundo de &gua doce por meio da técnica de metagenémica por shotgun.
Como resultado foram identificados 36 filos, 326 familias e 985 géneros. O filo
predominante, representando % dos microrganismos, foi Proteobacteria. Um outro
trabalho analisou 0o microbioma de muco da pele e intestino de duas espécies de peixes
de agua doce da Amazodnia: Serrasalmus rhombeus e Mesonauta festivus. O microbioma
intestinal das duas espécies de peixes resultaram em alta abundancia relativa de bactérias
do filo Proteobacteria (Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Alfaproteobacteria),
seguida dos filos Fusobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes (Sylvain et al., 2019). Na
literatura ha relatos que no microbioma do intestino de peixes é comum encontrar
bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria como sendo as mais abundantes (Sylvain et
al., 2019). Ghanbari, Kneifel e Domig (2015) afirmam que 90% da microbiota do
intestino dos peixes corresponde aos filos: Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes. Na
presente tese, apesar do filo Proteobacteria ser 0 mais abundante nas quatro amostras
oriundas da agua do Rio Sdo Benedito, para os metagenomas oriundos da regido anus dos
peixes dos cinco individuos do peixe S. rhombeus o filo predominante foi o Firmicutes.
Mostrando que apesar da interferéncia das bactérias encontradas no ambiente aquatico,
no qual o peixe se encontra, a dieta influencia diretamente no microbioma do intestino

dos peixes, como relatado por Lauzon e colaboradores (2010) e Egerton e colaboradores
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(2018). Além disso, pode-se especular que a diferenca na composicdo da microbiota
também pode ocorrer devido ao metagenoma ser de uma regido do peixe mais especifica
(anus). Sendo assim, pode ocorrer uma competicdo bacteriana, selecionando certos

géneros pertencentes ao filo Firmicutes.

Ao analisar a alfa diversidade, pode-se verificar que as amostras de agua do Rio
Sdo Benedito (PA) apresentam uma maior alfa diversidade, contendo o nimero de OTU
maior do que a dos metagenomas oriundos da regido do anus dos peixes da espécie S.
rhombeus. O metagenoma 1C3 apresentou uma menor diversidade, tendo menos OTUs
que os demais. Ao analisar o Chaol é possivel verificar que o0 metagenoma de peixe 1C3
apresentou uma riqueza menor que os demais e 0 metagenoma 1C5 é o que possui 0
Chaol mais alto, contendo muitos taxons raros, contendo um ou dois representantes
(singleton e doubleton). Avaliando o indice de Shannon foi possivel confirmar que os
metagenomas de agua sdo mais diversos que os metagenomas oriundos da regido anus
dos peixes. Esse fato pode ocorrer devido a regido do anus dos peixes ser uma regido mais
reservada e alguns géneros podem se sobrepor a outros, devido ao poder de adaptacdo ao
ambiente, como também por meio da competicdo entre 0s microrganismos. Dentre 0s
metagenomas da regido anus dos peixes, 0 1C3 apresentou um indice de shannon menor,
mostrando a baixa intravariabilidade deste metagenoma. J& o 1C2 é o metagenoma
oriundo dos peixes, que apresentou uma maior diversidade. J& para a analise da beta
diversidade foi possivel verificar que a intravariabilidade dos metagenomas de amostras
de 4gua do Rio S&o Benedito € menor do que a dos metagenomas oriundos da regido do
anus dos peixes, sendo assim 0s metagenomas da regidao anus dos peixes apresentam uma
variacdo maior na comunidade. O metagenoma 1C3 é o mais dissimilar dos
metagenomas. J& comparando os dois grandes grupos, a intervariabilidade é grande,
sendo assim, a comunidade microbiana é diferente, levantando um pensamento sobre a

alimentacédo deste individuo momentos antes da coleta.

Além de realizar a classificacdo filogenética dos metagenomas oriundos da regido
anus dos peixes, por meio das outras etapas desta tese, foi possivel comparar 0s géneros
de bacteérias isoladas com os géneros identificados nos metagenomas. Os géneros isolados
foram identificados como: Bacillus, Serratia, Staphylococcus, Microbacterium, Priestia,
Brevibacterium, Kocuria e Sphingomonas. Sendo os géneros Bacillus e Serratia com uma

quantidade maior de bactérias isoladas. J&4 na comparag¢do com 0s metagenomas da regido
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anus dos peixes, foi possivel identificar a presenca de diversos géneros, como:
Staphylococcus, Enterococcus, Kocuria, Bacillus, Mycobacterium, Micrococcus, entre
outros. Pela verificagdo dos géneros presentes em pelo menos 20% das leituras em no
minimo um dos metagenomas, foi possivel ver a predomindncia dos géneros:
Staphylococcus e Kocuria para os metagenomas 1C1, 1C4 e 1C5. Ja o 1C2 foi mais
representado por Kocuria e Enterococcus e o metagenoma 1C3 apresentou um
microbioma distinto dos demais, sendo 0s géneros mais abundantes: Enterococcus e
Staphylococcus. Ao comparar a biodiversidade microbiana pelas metodologias de
sequenciamento de DNA de nova geracdo, como metagendbmica Shotgun, e as
metodologias de isolamento, podemos ver que a analise metagenémica trouxe 10 — 20
vezes mais OTUs identificadas do que as estirpes isoladas. A técnica shotgun é menos
seletiva do que o isolamento bacteriano e com isso, representa de uma forma melhor a
biodiversidade microbiana. Para fins de bioprospeccao de novos genes, a combinacao das
analises in vitro, por meio do isolamento e deteccdo de atividade antimicrobiana, com as
analises in silico, como o estudo de metagenémica shotgun, o qual descreve melhor o
DNA no ambiente, aumenta as chances de novos descobertas de bacteriocinas entre outras
vias metabdlicas de interesse. Neste estudo o0s géneros Staphylococcus e Kocuria foram
identificados como sendo 0s mais abundantes nos metagenomas, as quais foram isoladas

dos peixes. Sendo assim, as estirpes desses géneros serdo alvos para estudos futuros.

4.4.3 As categorias funcionais dos metagenomas do Rio S&o Benedito e dos

peixes Serrasalmus rhombeus (piranha preta) — biorremediacdo

4.4.3.1 Genes relacionados a biodegradacéo de xenobidticos

Breton-Deval e colaboradores (2020) afirmam que a polui¢do faz uma presséo
seletiva sobre os microrganismos e assim, selecionam 0s microrganismos com
metabolismo mais adequado para tolerar ou até mesmo transformar o meio poluido, com
isso, o ambiente é uma forca de evolucdo. Pelos resultados obtidos pela ferramenta
KEGG, pode-se verificar que os microrganismos encontrados nos peixes possuem 10
vezes mais genes ortélogos envolvidos em degradacéo e adaptacao a ambientes poluidos,
do gque os microrganismos encontrados nas amostras de agua. Isto pode ocorrer devido
um processo de biomagneficacdo, onde o peixe fornece um ambiente mais propicio para
micrébios que tém genes que degradam poluentes. Sendo assim, observou-se uma

diferenga entre o microbioma dos peixes e 0 microbioma das amostras de agua. A regido
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de amostragem é longe de cidades e menos impactada por atividades antropogénicas. Os
microrganismos que estdo na agua ndo estdo tdo abundantes e assim a deteccdo desses

genes relacionados a adaptacéo e tolerancia a ambientes poluidos foi menos detectado.

4.4.3.2 Genes relacionados aos plasmideos

Pelo uso das ferramentas PlasmidFinder e ABRIcate foi possivel avaliar a
presenca de plasmideos nos metagenomas. A sequéncia do plasmideo encontrado no
metagenoma 1C1 esta relacionado a resisténcia a lincosamida. Assim como, também
foram encontradas sequéncias relacionadas a resisténcia a vancomicina no metagenoma
1C3. O plasmideo ColE1 foi encontrado no metagenoma 1C4, este plasmideo é muito
utilizado nas areas de biotecnologia, por meio da técnica de DNA recombinante e € um
plasmideo bastante caracterizado (Chaillou et al., 2022). Este plasmideo, encontrando em
Escherichia coli, foi originalmente relacionado a sintese da bacteriocina colicina E1,
juntamente com os genes que conferem imunidade a morte por colicina e mobilidade
(gene mob) (Dougan, Crosa & Falkow, 1978). Ainda no metagenoma 1C4, também foi
encontrada uma sequéncia do plasmideo colicinogénico (COL) Collb-P9 que contém o
tamanho de 93 kb (Bates et al., 1999). Este plasmideo possui uma proteina de ligacao ao
DNA (SSB) que € muito semelhante ao gene ssb encontrado no plasmideo F. Esta proteina

esta relacionada ao processo conjugativo do DNA (Howland et al., 1989).

N&o foram encontradas muitas sequéncias relacionadas a resisténcia bacteriana
aos antibidticos através da analise pelo banco de dados do ABRIcate. Esses dados
juntamente com o histérico do local de coleta, com pouco impacto humano, corroboram
com a hip6tese de Duarte e colaboradores (2022) de analisar o resistoma, conjunto de
sequéncias de genes de resisténcia a antibioticos e a metais pesados em bactérias
patogénicas e ndo patogénicas, para avaliar os niveis de impactos antropicos. Na presente
tese foram encontrados poucos genes relacionados a resisténcia. Sendo encontrado mais
em metagenomas oriundos da regido anus dos peixes, indicando a prevaléncia dessas

bactérias resistentes a antibidticos nesses metagenomas.

4.4.4 Substancias antimicrobianas nos metagenomas
Ao analisar a subcategoria de “Biossintese de metabolitos secundarios” (Figura

42) em relacdo a busca por substancias antimicrobianas foram anotados genes
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relacionados a producdo de antibidticos para os metagenomas 1C3, 1C4 e 1C5. O
metagenoma 1C3 teve genes anotados para a via de biossintese de acarbose e
validamicina. A validamicina € um antibidtico da classe aminoglicosideo e antifingico,
que também é um substrato para a sintese de algumas drogas antidiabéticas, representando
uma substadncia importante na estrutura da acarbose, que € uma substancia
hipoglicemiante (Tan et al., 2015). A via de biossintese de betalaina, esta anotada para o
metagenoma 381, a betalaina é um corante de origem vegetal, que ja foi descrito por ter
diversas atividades, incluindo a atividade antimicrobiana (Wijesinghe & Choo, 2022).
Para os metagenomas 1C2, 1C3 e 1C5 foram anotados genes relacionados a producao de
carbapenema, que ¢ uma classe de antibiotico B-lactdmico, muito utilizado e eficiente (EI-
Gamal et al., 2017). A via de biossintese de fenazina foi anotada para os metagenomas
1C1, 1C3 e 1C4. A fenazina é classificada como um antibi6tico de origem bacteriana,
produzido geralmente por bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa (Huigens,
Abouelhassan & Yang, 2019). A via de biossintese de monobactamicos foi anotada para
todos 0s metagenomas oriundos da regido anus dos peixes (1C1-1C5), os
monobactamicos sdo antibidticos, no qual nenhum anel é fundido ao anel B-lactdmico
(Lima et al., 2020). A via de biossintese de neomicina, canamicina e gentamicina foi
anotada para 0 metagenoma 1C2, os quais sdo antibidticos aminoglicosideos. A via de
biossintese da novobiocina foi anotada para todos os metagenomas oriundos da regido
anus dos peixes (1C1-1C5) e o metagenoma 381 oriundo da 4gua do Rio Sdo Benedito.
Esta substancia € um antibiético aminocumarinico oriundo da espécie bacteriana
Streptomyces niveus (Klimko et al., 2022). A via de biossintese de penicilina e
cefalosporina esta anotada para os metagenomas 1C1 e 1C2, tendo genes relacionados a
biossintese desses antibidticos. Todos 0os metagenomas oriundos da regido anus dos
peixes (1C1-1C5) e o metagenoma 381 oriundo de dgua possuem genes anotados na via
de biossintese de prodigiosina, esta substancia € um alcaldide, que é o pigmento vermelho
natural da bactéria Serratia marcescens. A prodigiosina ja foi descrita na literatura como
uma substancia com atividade antimicrobiana (Lapenda et al., 2015). A via de biossintese
de estreptomicina foi anotada para os metagenomas 1C1, 1C2, 1C3 e 1C4, esta substancia
é um antibiotico aminoglicosideo de a¢do bactericida. Os dados obtidos indicam que fazer
a bioprospeccdo de bactérias produtoras de substancias antimicrobianas em ambientes

aquaticos é uma alternativa promissora, podendo descobrir novos metabdlitos ativos.
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Na analise da ferramenta AntiSMASH, foi possivel anotar 4 clusters génicos para
0 metagenoma 1C2. Foram anotados dois clusters NI-sideréforo. O primeiro cluster
possui 0 gene de biossintese da micobactina, que é um sideréforo descrito em
micobactérias e é expresso em condi¢des de estresse, quando hé& pouco ferro disponivel
no ambiente. Este sideroforo capta o ferro que é fundamental para o desenvolvimento da
célula. Além disso, ha estudos dos sider6foros micotina que afirmam que estes podem
atuar como novas drogas antituberculose (Shyam et al., 2022). O segundo cluster de
siderdéforo anotado possui 0 gene de biossintese do sider6foro aerobactina. O cluster de
terpeno engloba genes relacionados com a sintese de esqualeno e carotendides. Os
carotendides sdo pigmentos isoprendides, produzidos pelo metabolismo secundario das
bactérias. Possuem funcdo de protecdo da célula, contra a radiacdo UV e contra danos
oxidativos e também auxiliam no mecanismo de fluidez da membrana (Vila et al., 2019).
J& o0 esqualeno é convertido em varios esterois, que estdo presentes na membrana celular
em bactérias que ndo possuem parede celular, sendo utilizados para conferir estabilidade
a membrana. Os carotendides sdo analogos aos esterdis, ambos atuam regulando a
dindmica da membrana (Kumar et al., 2019). Em relacéo as substancias antimicrobianas,
o cluster RiPP-like possui um gene de biossintese central de producdo da bacteriocina
lactococina A. Esta foi descrita pela primeira vez em bactérias da estirpe Lactococcus
lactis subsp. cremoris LMG 2130, que apresenta atividade estrita, podendo inibir
bactérias do género Lactococcus (Holo, Nilssen & Nes, 1991). Para o0 metagenoma 1C4,
foi anotado um gene de biossintese de sider6foro, ap6s a analise da sequéncia no UniProt
foi possivel verificar similaridade com uma sequéncia de producdo do sideroforo
aerobactina. A aerobactina é um sideroforo, citrato-hidroxamato, relatado como um fator
de viruléncia para bactérias patogénicas entéricas. Também esta envolvida na formacéao
de biofilmes e auxilia na resisténcia ao estresse oxidativo e remocdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) (Li et al., 2021). O ambiente
aquatico possui baixa quantidade de ferro, e esta € uma substancia importante para as
bactérias desempenharem suas fun¢des metabdlicas (Smith et al., 2004). Com isso, 0s
sideroforos, que sdo metabolitos secundarios especificos para ions de ferro, séo
importantes, pois permitem que as bactérias capturem os ferros das proteinas carreadoras
e 0s transportem para dentro do citoplasma. O sider6foro aerobactina garante aptiddo as
bactérias que o0s tém, pois as permitem adquirir o ferro, até mesmo em meio onde este é
escasso. Além disso, impossibilita a aquisicdo de ferro pelas bactérias que ndo possuem

o sistema siderdforo-ferro e assim impedem o crescimento da bactéria. Um exemplo é a
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estirpe Vibrio fischeri ES114, que possui genes de producdo e captacdo do sideréforo
aerobactina, e é capaz de inibir o crescimento da bactéria V. fischeri ES114, que nédo
produz aerobactina, quando estdo em condi¢bes ambientais com baixa quantidade de
ferro. Mostrando que o sideroforo pode ser o inibidor do crescimento da bactéria
(Eickhoff & Bassler, 2020).

Nos metagenomas analisados neste trabalho foram encontrados genes
relacionados a producdo de bacteriocinas, como: zoocina A, Lactocina, linocina M18,
closticina. Assim como no trabalho de Ghosh e colaboradores (2021), que analisou
metagenomas oriundos de amostras de dgua do lago de agua doce Rabindra Sarovar,
localizado na india, para avaliar a presenca de genes metabolizadores de arsénico e
metabolitos secundarios. Os filos mais predominantes encontrados foram Proteobacteria,
Bacteroidetes e Cyanobacteria. Para a anotacdo funcional, foram encontrados genes
relacionados ao metabolismo e resisténcia ao arsénio e genes de producédo da bacteriocina
zoocina A, proclorosina e microcina. Outros trabalhos que também relataram a presenca
de zoocina em ambiente aquatico, como o trabalho de Ghosh e colaboradores (2021),
citado anteriormente. A zoocina A é uma bacteriocina oriunda da estirpe Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus 488, é uma exoenzima litica com atividade contra bactérias
intimamente relacionadas. Por ser uma endopeptidase, esta bacteriocina atua hidrolisando
a estrutura do peptidoglicano da bactéria alvo (Heath et al., 2004; Chen et al., 2013). O
gene de producédo da zoocina A é 0 z0OA, ja 0 gene que garante a imunidade a bactéria
produtora é o gene zif (Gargis et al., 2009). A zoocina A possui uma estrutura com dois
dominios, a regido N-terminal é o dominio catalitico (CAT, do inglés domain responsible
for catalysis), conhecido como peptidase M23 e a regido C-terminal contém o dominio
de ligacdo ao substrato (SBD, do inglés substrate-binding domain), isto €, dominio
responsavel pelo reconhecimento do alvo (TRD, do inglés target recognition domain)
(Lai, Tran & Simmonds, 2002; Chen et al., 2013). Assim com a bacteriocina zoocina, a
linocina também estd difundida nos metagenomas analisados na presente tese. A
bacteriocina linocina M18 foi isolada da bactéria Brevibacterium Linens M18 oriunda de
queijo de mancha vermelha, a substancia tem atividade contra bactérias Gram-positivas,
principalmente bactérias do género Listeria e também inibe diversas bactérias
corineformes. Esta bacteriocina é termolabil, sensivel a protease e estavel entre o pH 3 e
12 (Valdés-Stauber & Scherer, 1994). Outros géneros ja foram relatados por possuirem o
gene estrutural de producédo da linocina M18, como: Arthrobacter e Corynebacterium
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(\Valdés-Stauber & Scherer, 1996). Assim como o género Streptomyces, no qual foram
realizadas andlises in silico em duas estirpes (Streptomyces benahoarensis MZ03-377 e
MZ03-48) e foi relatada a presenca de clusters de genes envolvidos na producdo de
antimicrobianos, como a linocina-M18 e curamicina. Outra bacteriocina encontrada nos
metagenomas analisados nesta tese foi a closticina 574, que € uma bacteriocina pertence
a classe 11, produzida originalmente pela estirpe bacteriana Clostridium tyrobutyricum
ADRIAT 932. Possui atividade contra bactérias estritamente relacionadas, inibindo
bactérias Gram-positivas, como estirpes de C. tyrobutyricum e também alguns
lactobacilos: C. tyrobutyrium CNRZ500, C. tyrobutyrium N1ZO B575, C. tyrobutyrium
NIZO B570, C. beijerinckii ATCC 25752, Lactobacillus saque ATCC 15521, L. buchneri
L4 e L. alimentarius L4. E um peptideo com 310 residuos de aminoécidos e apds ser
processado, produz uma bacteriocina de 82 aminoécidos (Kemperman et al., 2003). Além
dessas analises, para 0 metagenoma 1C1 foi encontrada a proteina RdgB que ativa
diretamente a transcricdo do gene cTV. Este gene esta relacionado a producdo da
bacteriocina carotovoricina, que é semelhante a cauda de fago e a producéo da pectina
liase (Pnl) que esté ligada a resposta a danos ao DNA, descritas no genoma da bactéria da
estirpe Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Er (Yamada et al., 2008).

Comparando as sequéncias de bacteriocinas encontradas nos metagenomas da
regido anus dos peixes e as atividades antagonicas das bactérias que foram isoladas da
regido anus dos peixes, foi apurado que as bactérias isoladas dos individuos 1C1, 1C2 e
1C3 possuem um amplo espectro de acdo, inibindo bactérias tanto Gram-positivas, quanto
Gram-negativas. E 0s metagenomas destes individuos apresentaram sequéncias de duas
distintas bacteriocinas: zoocina A e linocina M18. O individuo 1C2 apresentou trés
diferentes bacteriocinas, sendo estas: lactocina, zoocina A e linocina M18. As bactérias
isoladas do individuo 1C4, apresentaram um espectro de a¢do voltado para as bactérias
Gram-negativas. Ap6s analise do metagenoma desta amostra, foi encontrada sequéncia
relacionada a producdo da bacteriocina closticina. Esta bacteriocina foi isolada de
bactérias do género Clostridium, que possui atividade inibitoria contra bactérias Gram-
postitivas (Kemperman et al., 2003). O resultado dos genes de bacteriocinas encontradas
nos metagenomas corrobora com os resultados do espectro de acao das bactérias isoladas

do individuo 1C4, avaliado em testes fenotipicos.
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No trabalho de Tyagi e colaboradores (2019), o qual analisa metagenomas do
intestino de peixes foi identificada a prevaléncia de bactérias do filo Actinobacterias.
Alem disso, foram encontradas diversas vias de biossintese de antibioticos. Nesta tese,
também hé a prevaléncia de bactérias do filo Actinobactérias, assim como hé a presenca
de genes relacionados a producdo de substancias antimicrobianas, tanto para os
metagenomas oriundos do anus dos peixes, como também para 0s metagenomas oriundos
de agua, indicando um potencial para bioprospeccdo de novos compostos naturais
oriundos dessas amostras. Um outro trabalho que utiliza a metagendmica para avaliar o
potencial de producdo de substancias antimicrobianas foi realizado por Costa e
colaboradores (2022), no qual foram analisadas amostras de trés camadas da coluna
d’agua (fotica, afotica e sedimentar) da usina hidrelétrica Tucurui, localizada no estado
do Para, para avaliar o potencial de producdo de bacteriocinas. Para isso, a técnica de
metagenoma por shotgun foi escolhida. A busca de bacteriocinas foi realizada utilizando
a plataforma BAGEL. Foram encontradas diversas bacteriocinas, sendo: sonorensina,
klebicina D, piocina e colicina as mais abundantes. Além disso, também determinaram a
estrutura tridimensional da bacteriocina zoocina. A regido que apresentou um maior
namero de sequéncias de bacteriocinas foi a zona fética. Como visto, a usina hidrelétrica
Tucurui é uma regido rica em substancias antimicrobianas, sendo um excelente local para
realizar a bioprospeccédo de bactérias com potencial antimicrobiano. A usina hidrelétrica
analisada no trabalho Costa e colaboradores (2022) é abastecida pelo Rio Tocantins (PA).
Assim como as analises desta tese, que visa realizar a bioprospeccdo de substancias
antimicrobianas em ambiente aquético, incluindo amostras de d&gua do Rio Sdo Benedito
localizado no estado do Parad. Ambos trabalhos relatam a presenca de bacteriocinas nas
aguas dos Rios localizados no estado do Para, sendo um ambiente com grande potencial
para realizar a bioprospeccao destas moléculas.
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4.5— Concluséao

Neste capitulo, pelo uso da técnica de analise metagendmica shotgun, pode-se
verificar que a biodiversidade das amostras de agua do Rio Séo Benedito € mais diversa,
contendo um namero maior de OTUs do que as amostras da regido anus dos peixes da
espécie S. rhombeus. Este fator pode ocorrer devido a pressdo seletiva dessa regido,
selecionando certos géneros em detrimento a outros. Nos metagenomas oriundos da
regido anus dos peixes, 0s géneros Kocuria (Actinobacteria) e Staphylococcus
(Firmicutes) foram os mais abundantes e o género Mycobacterium (Actinobacteria) foi o
mais abundante nas amostras de agua. J& nas andlises in vitro foi possivel isolar mais
bactérias dos géneros Bacillus e Serratia, seguidos por Staphylococcus, Microbacterium,
Priestia, Brevibacterium, Kocuria e Sphingomonas. Esses resultados, mostram a
importancia de realizar o sequenciamento metagendmico para analisar a biodiversidade
contida nesse microbioma, em detrimento de realizar apenas a analise in vitro. Em relacéo
a producdo de substancias antimicrobianas, pode-se concluir que realizar a bioprospecgéo
dessas substancias em peixes e amostras de agua é uma alterativa favoravel, podendo
detectar a producdo de substancias antimicrobianas em diversas bactérias isoladas in
vitro. Além disso, pelas analises in silico dos metagenomas foi possivel identificar uma
série de genes relacionados a biossintese de inUmeros metabolitos e proteinas com agédo
antimicrobiana, como as bacteriocinas: a zoocina, lactocina, linocina e closticina.
Também foram anotadas diversas vias pela ferramenta KEGG, como vias de produgdo de
antibidticos. Os metagenomas oriundos da regido anus dos peixes apresentaram uma
maior quantidade de sequencias relacionadas a producédo de substancias antimicrobianas
do que os metagenomas oriundos de dgua do Rio Sdo Benedito (PA). Pela busca das
bacteriocinas e vias de producdo de antibidticos, pode-se inferir que essas bactérias
possuem um amplo espectro de agdo, assim como as bactérias isoladas e testadas na
bancada, as quais podem inibir varias bactérias patogénicas, como visualizado nos testes
de antagonismo realizado nesta tese. Comparando as bactérias isoladas e testadas para
verificar a producdo de substancias antimicrobianas na bancada com as analises
realizadas nos metagenomas oriundos da regido anus dos peixes, pode-se confirmar que
ha diversas bactérias produtoras de bacteriocinas que habitam peixes e ambiente aquatico.
Sendo assim, 0 microbioma de peixes e rios, com baixa pressdo antropoldgica, € uma

fonte riquissima para a bioprospeccéo de moléculas antagbnicas a bactérias patogénicas.
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Discussao e Conclusao
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DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL

Diante do histérico de relatos realizado no trabalho de Silva (2018), 0 ambiente
aquatico € rico em estirpes bacterianas com potencial biotecnolégico, podendo produzir
diversas substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas. Também foi possivel
observar que peixes coletados de uma feira livre apresentam uma grande quantidade de
estirpes do género Aeromonas, e que este género tem um alto potencial antagbnico,
contendo diversas estirpes produtoras de bacteriocinas. Estes resultados podem ser
observados no capitulo 2, o qual analisa o genoma da bactéria Aeromonas
allosaccharophila estirpe AE59-TE2 e também no capitulo 3, que avalia a cultura mista
38-XC4, composta por Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e Acinetobacter pittii
ACP38-XC4. Sendo assim, foi levantada a hip6tese de que outros ambientes aquaticos
também poderiam conter uma gama de bactérias produtoras de substancias
antimicrobiana. Entdo, foi avaliado o potencial de producdo de substancias
antimicrobianas por bactérias oriundas do ambiente aquatico e de peixes do Rio Séo
Benedito, localizado no estado do Para.

No trabalho de Silva (2018) foi iniciada a analise de bactérias isoladas de ambiente
aquatico, mais especificamente a Lagoa Rodrigo de Freitas, localizada no Rio de Janeiro,
sendo melhor exploradas nos capitulos 2 e 3, desta tese. Este ambiente sofre grande
impacto ambiental, esta cercado por moradias e recebeu rejeitos humanos devido ao
descarte inadequado de residuos. No capitulo 4 da presente tese, foram avaliadas amostras
de agua do Rio Sdo Benedito (PA), o qual sofre menos impacto antrdpico por ser uma
area mais reservada. Ao comparar as sequéncias metagendmicas e todo o pool génico
encontrado no microbioma agua com as bactérias isoladas da agua da Lagoa Rodrigo de
Freitas, pode-se verificar que ambos 0s ambientes possuem bactérias produtoras de
substancias antimicrobianas.

Analisando as bactérias isoladas de amostra de agua da Lagoa Rodrigo de Freitas
(RJ) e dos peixes, juntamente com as bactérias isoladas dos cinco individuos do peixe da
especie S. rhombeus, pode-se verificar uma alta taxa de bactérias produtoras de
substancias antimicrobianas. Muitas das bactérias isoladas e estudadas nessa tese séo
capazes de inibir bactérias patogénicas, algumas apresentando resisténcia aos

antimicrobianos. Como as bactérias do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
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Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter cloacae). Portanto, o estudo dessas substancias produzidas
por bactérias oriundas de ambiente aquético e peixes € de grande importancia, podendo
gerar novos medicamentos capazes de combater infeccGes que antes ndo eram téo faceis
de serem tratadas. Diminuindo as mortes causadas por bactérias patogénicas
multirresistentes, como ja é relatado no trabalho de Plackett (2020), o qual afirma que
aproximadamente 700 mil pessoas morrem anualmente em todo o mundo devido a

bactérias patogénicas.

Analisando as bactérias isoladas dos peixes da espécie Serrasalmus rhombeus,
conhecido popularmente por piranha preta, oriundos do Rio Sdo Benedito foi possivel
isolar um total de 71 bactérias, sendo 45 com atividade contra bactérias patogénicas.
Assim, 63,38% das bactérias isoladas dos peixes da espécie S. rhombeus sdo produtoras
de substéncias antimicrobianas. J& para as 57 bactérias isoladas da Lagoa Rodrigo de
Freitas e dos peixes coletados de feira livre das espécies: Mugil brasiliensis, de nome
popular tainha e Caranx latus de nome popular xerelete (apresentados no capitulo 2 e 3),
foi possivel observar um total de 38 estirpes do género Aeromonas que foram detectadas
como produtoras de substancias antimicrobianas, sendo 26 oriunda dos peixes e 12 de
amostras de agua. Resultando em um total de 66,67% de bactérias produtoras de
substancias antimicrobianas. Mostrando que a abordagem de fazer a bioprospeccéo de

bactérias produtoras de substancias ativas em peixes e ambiente aquético é bem sucedida.

Em comparacdo com outros trabalhos descritos na literatura que também
realizaram a triagem para isolar bactérias de peixes e outros animais marinhos e detectar
a producdo de substancias antimicrobianas, foi possivel verificar que esta € uma
abordagem favoravel. Como no trabalho de Fotso e colaboradores (2022) que fez a
triagem para avaliar a producdo de substancias antimicrobianas em bactérias isoladas de
peixes da cidade Batié em Camarfes (Cyprinus carpio e Arius africanus) e oriundos de
pescadores (Sardina pilchardus, Silurus glanis, Penaeus monodon, Oreochromis
niloticus e Penaeus indicus), do qual foram isoladas 88 bactérias e dentre essas, 12
bactérias apresentaram atividade antimicrobiana, resultando em 13,63% de bactérias
produtoras. Assim como no trabalho de Iseppi e colaboradores (2019) que isolou apenas
bactérias lacticas oriundas de peixes e frutos do mar. Das 116 bactérias isoladas, um total

de 16 bactérias (13,79%) foram detectadas como produtoras de substancias
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antimicrobianas. Esses trabalhos mostram o quanto os ambientes selecionados, para essa

tese, sdo promissores para a bioprospecc¢do de substancias antimicrobianas.

Em relacéo a busca por géneros especificos de estudo, as amostras coletadas na
Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ) e nos peixes Mugil brasiliensis e Caranx latus teve como
objetivo isolar bactérias do género Aeromonas, sendo possivel encontrar diversas estirpes
para 0 género Aeromonas, um total de 57. J& no Rio S8o Benedito (PA), ao realizar a
busca por bactérias do género Aeromonas pela técnica de metagenémica shotgun foi
possivel detectar uma quantidade pequena de leituras, sendo: 3-20 leituras para as
amostras oriundas dos peixes S. rhombeus e de 7-26 leituras para as amostras de agua do
Rio Séo Benedito, mostrando que houve uma maior quantidade nas amostras de agua. Ao
isolar as bactérias oriundas dos cinco individuos do peixe da espécie S. rhombeus ndo foi
possivel isolar bactérias do género Aeromonas, pelo uso do meio seletivo GSP. Sendo
assim, o numero de bactérias do género Aeromonas foi inferior ao encontrado nos peixes
Mugil brasiliensis e Caranx latus e nas amostras de agua da Lagoa Rodrigo de Freitas
(RJ). Apesar das bactérias do género Aeromonas ndo serem detectadas em grande
quantidade nos metagenomas de &gua do Rio S3o Benedito e peixes da espécie
Serrasalmus rhombeus, outros géneros foram mais abundantes, mostrando que esses
outros géneros sdo importantes para a manutencdo do ambiente, como também possuem

alto potencial de producdo de bacteriocinas.

Por meio de analises de bancada foi possivel verificar que ambos os ambientes de
agua, a Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ) e Rio Sdo Benedito (PA), e os peixes (Mugil
brasiliensis, Caranx latus e Serrasalmus rhombeus) possuem bactérias produtoras de
substancias antimicrobianas. Além das anélises de bancada, foi realizada a associacdo das
abordagens Omicas para buscar sequéncias relacionadas a producdo de substancias
antimicrobianas. No genoma da estirpe Aeromonas allosaccharophila AE59-TE2 foi
possivel encontrar diversas sequéncias relevantes, incluindo quatro sequéncias génicas
homologas a bacteriocina, zoocina A, que normalmente € isolada da bactéria
Streptococcus equi e também foi possivel encontrar um gene com 98% de identidade com
0 gene cvpA que esta relacionado com a producdo da bacteriocina colicina V, isolada da
bactéria Escherichia coli. Ja no capitulo 3, onde foi analisada a cultura mista 38-XC4,
contendo os genomas das bactérias Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e Acinetobacter

pittii ACP38-XC4, foi possivel encontrar diversas sequéncias relacionadas com a
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producdo de substancias antimicrobianas. Para o genoma Acinetobacter pittii ACP38-
XC4 foi possivel encontrar 3 sequéncias com identidades entre 36 — 35% e para 0 genoma
da Aeromonas salmonicida AE38-XC4 foram encontradas quatro sequéncias com
identidades entre 50% - 35% com a sequéncia proteica de producdo da bacteriocina

zoocina A.

Além desses achados, nos capitulos 2 e 3, ao analisar os metagenomas oriundos
das quatro amostras de 4gua do Rio S&o Benedito e dos cinco metagenomas da regido
anus dos peixes espécie S. rhombeus tambem foi possivel encontrar diversas sequéncias
relacionadas a bacteriocina, como: linocina, colisticina, lactococina e zoocina A, as quais
estdo bastante difundidas nos metagenomas da regido anus dos peixes. J& nos
metagenomas de agua do Rio Sdo Benedito, apenas dois metagenomas apresentaram
sequéncias relacionadas a producdo de bacteriocinas, sendo as sequéncias relacionadas a
producgéo de linocina e zoocina A. Ao comparar 0s metagenomas oriundos de amostras
de agua do Rio S&o Benedito e os cinco metagenomas oriundos da regido anus dos peixes
da espécie S. rhombeus, pode-se verificar que as amostras de peixes possuem mais
sequéncias relacionadas a producéo de substancias antimicrobianas, do que em relagdo as
amostras de dgua. Isso pode ocorrer devido a regido investigada dos peixes ser uma regiao
mais propicia as interacdes bacterianas, podendo haver competicao por recursos, como o
espaco e nutriente, fazendo com que algumas bactérias produzam substancias ativas

contra outras bactérias, como mencionado por Perez, Zendo & Sonomoto (2022).

Compilando todos os resultados encontrados nesta tese em relacdo a
bioprospeccdo de substancias antimicrobianas, pode-se observar que as bacteriocinas
estdo muito difundidas nos ambientes aquéaticos, como também nos peixes. Sendo que a
bacteriocina semelhante a zoocina A é a mais encontrada em ambos os ambientes
(amostras de peixes e aguas), mostrando o quanto é valido realizar avangos nos estudos

com essas bacteriocinas.

Realizar a busca por novas substancias antimicrobianas é fundamental, pois essas
poderdo ser utilizadas em industrias alimenticias e farmacéuticas, auxiliando em um
ponto importante na sociedade, resolvendo o problema de satde publica no tratamento de
doencas causadas por bactérias multirresistente a diversos antibioticos. Sendo assim, com
todos os resultados obtidos nessa tese, pode-se concluir que realizar a bioprospeccao de

substancias antimicrobianas em ambiente aquéatico proporciona uma gama de substancias
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com potencial biotecnoldgico e que 0s peixes concentram mais essas bactérias, sendo
possivel encontrar diversas estirpes produtoras de substancias antimicrobianas. Dentre
todas as bactérias produtoras apresentadas nessa tese, foi possivel detectar produtoras de
substancias capazes de inibir bactérias patogénicas, algumas pertencentes ao grupo
ESKAPE, as quais possuem resisténcia a antimicrobianos. Como Klebsiella pneumoniae
KPC, Klebsiella pneumoniae ESBL, Pseudomonas aeruginosa SPM e também
Escherichia coli ESBL e Acinetobacter baumannii. Além disso, realizar a bioprospec¢éo
in silico, pelo uso da bioinformatica com as 6micas foi fundamental para avaliar o
potencial de producéo de substancias antimicrobianas e chegar a resultados de forma mais
rapida e precisa. Pode-se verificar que a bacteriocina semelhante a zoocina A € bastante
difundida em ambientes aquaticos e peixes e que € possivel encontrar diversas
bacteriocinas, como: lactocina, linocina, closticina e zoocina difundidas entre as bactérias

de ambiente aquético.
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APENDICE

1- Introducéo contendo os resultados da dissertacédo de Silva, 2018.

Assim como mencionado no prefacio desta tese, os resultados anteriores descritos
na dissertacdo de Silva (2018) estdo resumidos a seguir. Dentre as 57 bactérias isoladas
de peixes de feira livre e a da lagoa Rodrigo de Freitas, 38 estirpes foram identificadas
como produtoras de substancias antimicrobianas (Tabela | - Apéndice) e todas foram
identificadas preliminarmente por testes bioquimicos (Tabela Il - Apéndice). Duas
bactérias produtoras foram selecionadas para realizar o sequenciamento genémico. A
estirpe AE59-TE2, apresentou um amplo espectro de acdo contra diversas bactérias
patogénicas, ja a bactéria AE38 foi selecionada por apresentar um espectro de acao
menor, inibindo os géneros Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae que sao
espécies importantes por seu potencial viruléncia e resisténcia a antibidticos (Figura I -
Apéndice). Apos as anélises, pode-se concluir que a estirpe AE38 foi identificada como
uma cultura mista, sendo entdo renomeada de 38-XC4. Nesta tese foi possivel aprofundar
as andlises realizadas no genoma da estirpe AE59-TEZ2, para buscar 0s genes que possam
explicar a producdo de substdncias antimicrobianas, buscar genes relacionados a
viruléncia e fazer uma andlise taxondémica mais profunda, adicionando a técnica
Multilocus sequence analysis (MLSA). Para a cultura mista 38.XC4 o objetivo foi separar
as duas bactérias in silico, através da técnica Metagenome Assembled Genome (MAG),

para uma melhor analise dos dois genomas da cultura mista.

Tabela | - Apéndice: Tabela com as 38 estirpes de bactérias do género Aeromonas
produtoras de substancias antimicrobianas e suas respectivas identificacdes e local de

isolamento. Retirada da dissertacdo de Silva, 2018.

Origem da coleta Quantidade de Produtoras Identificacdo das estirpes
21 A. salmonicida
Peixes de Feira livre 5 Aeromonas sp.
6 A. caviae
4 A. hydrophila
Lagoa Rodrigo de Freitas 1 A. salmonicida
Alface 1 A. caviae
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Tabela Il - Apéndice: Estirpes produtoras de substancias antimicrobianas. As estirpes em

destaques (cinza) sdo as que foram sequenciadas. Retirada da dissertacdo de Silva, 2018.

Estirpe Espécie Origem

AE02 - C2 Aeromonas hydrophila Lagoa Rodrigo de Freitas
AEO4 - P1 Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AEO06 - PIR1 Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AEQ7 - PIR2 Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AEO8 - PIR3 Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AEQ9 - REB Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AE10 - VP1 Aeromonas hydrophila Lagoa Rodrigo de Freitas
AE11 - VP2 Aeromonas hydrophila Lagoa Rodrigo de Freitas
AE12 - VP3 Aeromonas salmonicida Lagoa Rodrigo de Freitas
AE16 - VS1 Aeromonas hydrophila Lagoa Rodrigo de Freitas
AE18 - VS3 Aeromonas caviae Lagoa Rodrigo de Freitas
AE24 - AC52 Aeromonas caviae Alface

AE27 - TB1 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE28 - TB2 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE29 - TE1 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE30 - TE4 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE31-TE5 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE32-TI1 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE33-TI3 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE34-TI4 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE35 - TI5 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE36 - XC2 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre

AE38/ 38 - XC4

Aeromonas salmonicida

Peixe da espécie: Caranx latus
(Xerelete) coletado de Feira-livre

AE39 - XC5 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE40 - XC6 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE41 - XC7 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE42 - TC2 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE43 - TC3 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE44 - TCO Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE45 - TC10 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE46 - TC11 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE48 - TC14 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE49 - TC15 Aeromonas salmonicida Peixe de Feira-livre
AE53 - TC5 Aeromonas sp. Peixe de Feira-livre
AE54 - TC6 Aeromonas sp. Peixe de Feira-livre
AE56 - TC8 Aeromonas sp. Peixe de Feira-livre
AE58 - TC3 Aeromonas sp. Peixe de Feira-livre

AES9 - T2 AErOMONas s Peixe da espécie: Mugil brasiliensis
- (Tainha) coletado de Feira-livre

A Figura I- Apéndice ilustra o teste de producdo da substéncia antimicrobiana. A

placa de Petri contém o meio de &gar nutriente e a bactéria indicadora neste teste foi uma
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estirpe de Klebsiella pneumoniae ESBL e as estirpes testadas quanto a producdo de

substancias antimicrobianas sé@o do género Aeromonas.

Figura | - Apéndice: Teste de deteccdo das substancias antimicrobianas. As bactérias

produtoras foram semeadas em forma de pontos em meio agar nutriente. A bactéria
indicadora utilizada foi: Klebsiella pneumoniae ESBL. A seta estd mostrando o halo de
inibicdo em volta do crescimento da estirpe AE59 e AE38 (38-XC4), onde o crescimento
da estirpe Klebsiella pneumoniae ESBL foi inibido. Retirada da dissertacdo de Silva,
2018.

Para visualizar a morfologia da cultura mista 38-XC4, foi realizada a Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), a seguir serd apresentada a metodologia utilizada e a

Figura Il — Apéndice apresenta a morfologia das células.
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A bactéria foi crescida em placa de Agar GSP para confirmar a pureza da estirpe,
através da coloracdo, como explicado anteriormente. Apds as 48 horas de incubacéo, foi
realizada uma suspenséo da colénia em 100pl de salina e em seguida esta foi centrifugada
a 6000 RPM por 2 minutos. As amostras foram fixadas com solugdo composta por:
Glutaraldeido 2,5%, e tampdo Cacodilato de Sodio 0,1 M durante uma hora e foi
novamente centrifugada a 6000 RPM por 2 minutos. A lamina foi tratada com Poli-L-
lisina por 5 minutos e entdo a amostra foi depositada sobre a lamina e manteve-a em
repouso por 5 minutos. Foram realizadas trés lavagens com o tampdo Cacodilato de Sédio
0,1 M e na etapa de pds-fixacao foi adicionada a solugéo de 2% Tetroxido de Osmio com
tampédo Cacodilato de Sédio 0,1 M na proporcdo de 1:1 durante uma hora e novamente
lavado por trés vezes com o tampdo Cacodilato de Sodio 0,1 M. A desidratacdo foi
realizada gradualmente através de aplicacdes de etanol nos volumes de 30%, 50%, 70%,
90% e com trés aplicacdes no volume de 100% para garantir a remo¢do completa da agua,
todas as imersdes ocorreram no tempo de 15 minutos. Para secar a amostra foi utilizado
o0 aparelho de ponto critico da marca BAI-TEC CPD 030, o qual utiliza gas carbénico.
Em seguida a amostra foi fixada no Stub com uma fita de carbono e levada até o
equipamento da marca Leica EM SCDO050 para realizar a etapa de metalizagéo, que forma
uma camada de ouro na superficie da amostra, a qual permitira a visualizacdo no

Microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo (FESEM).
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SEM HV: 30.0 kV wD: 26.74 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 10.00 mm
SEM MAG: 7.93 kx Det: SE 10 pm SEM MAG: 57.6 kx Det: SE
View field: 52.4 ym Date(m/dly): 07/19/19 Performance in Nanoscale (| 1 pum | Date(m/dly): 07/19/19 i

Figura Il - Apéndice: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da cultura mista 38-
XC4, contendo as bactérias Aeromonas salmonicida AE38-XC4 e Acinetobacter pittii
ACP38-XC4.
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ANEXOS

1. Produtividade no periodo do doutorado
1.1 Artigos publicados como primeira autora

e Silva SD, Guedes FAF, Amaral JRV, Ribeiro JRA, Souza YPA, Freitas-Almeida
AC, Thompson FL, Ramos RTJ, Whiteley AS, Macrae A, Oliveira SS.
Aeromonas allosaccharophila Strain AE59-TE2 Is Highly Antagonistic towards
Multidrug-Resistant Human Pathogens, What Does Its Genome Tell Us? Life
(Basel). 2022 Sep 26;12(10):1492. doi: 10.3390/1ife12101492. PMID: 36294926;
PMCID: PMC9605075.

e Silva SD*, Peckle BA*, Ribeiro JRA, Oliveira SS, Bianco K, Clementino MM,
Direito ICN, Macrae A. The Genome Sequence of Brucella intermedia DF13, a
2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid-Degrading Soil Bacterium Isolated in Brazil.
Microbiol ~ Resour  Announc. 2022 Apr 21;11(4):e0110521. doi:
10.1128/mra.01105-21. Epub 2022 Mar 28. PMID: 35343769; PMCID:
PMC9022513.

e Peckle BA*, Silva SD*, Ribeiro JRA, Oliveira SS, Vianez-Junior JLSG, Direito
ICN, Macrae A. The Genome of Enterobacter hormaechei Strain MG02, a 2,4-
Dichlorophenoxyacetic Acid-Degrading Bacterium Isolated from Brazilian Soil.
Microbiol ~Resour  Announc. 2022 Mar 17;11(3):e0110421. doi:
10.1128/mra.01104-21. Epub 2022 Feb 28. PMID: 35225675; PMCID:
PMC8928775. *Contributed equally. Barbara Alvarenga Peckle and Sheila da
Silva contributed equally to this article. Author order was determined both

alphabetically and in order of increasing seniority.
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1.2 Artigo publicado como segunda autora

e SilveiraSMD, Silva SD, Macrae A, Ramos RTJ, Aradjo FA, Schultz J, Goes-Neto
A, Costa MMD, Soares SC, Azevedo VAC, Aburjaile FF, Brenig B, Rosado AS,
Oliveira SS. Genome Sequence of Pseudomonas sp. Strain LAP_36, A
Rhizosphere Bacterium Isolated from King George Island, Antarctica. Microbiol
Resour Announc. 2021 Dec 2;10(48):e0073121. doi: 10.1128/MRA.00731-21.
Epub 2021 Dec 2. PMID: 34854719; PMCID: PMC8638591.

1.3 Artigos em producéo relacionados a tese

e Silva, SD; Guedes, FAF; Vidal Amaral, JR; Ribeiro, VAS; Peckle, BA; Aradjo,
FA; Thompson, F; Jucd Ramos, RT; Whiteley, AS.; Macrae, A; Oliveira, SS. The
Metagenome Assembled Genome (MAG) of Mixed -culture containing
Aeromonas salmonicida strain AE38.XC4 and Acinetobacter pittii ACP38.XC4
from fish used to control important animal and human pathogenic

microorganisms.

e Silva, SD; Vidal Amaral, JR, Silva, VAS; Peckle, BA; Ribeiro, VAS; Whiteley,
AS; Macrae, A; Oliveira, SS. Discovering Bacteriocin Diversity in Water and
Serrasalmus rhombeus Fish Samples From S&o Benedito River-PA, Brazil
Through Metagenomic Analysis

2. Atividades extras na pés-graduacao

e Organiza¢do do evento internacional “Encontro de Biotecnologia/PBV” nos
anos 2019, 2020, 2021 e 2022;

e Projetos de extenséo
ECOCHEEF: Oficina de pancs: “é pra ver ou pra comer?” — 2019 (UFRJ)

Hoje Nossa Escola E a Universidade — 2019 (UFRJ)
Hoje Nossa Escola E a Universidade — 2018 (UFRJ)

e Comissdo avaliadora interna do programa para indicacao de alunos a melhor tese
da CAPES - 2019.

e Comissdo avaliadora do processo de selecdo de bolsas de doutoramento sanduiche
e de pesquisador sénior do CAPES-PRINT nos anos de 2019, 2020, 2021, 2022 e
2023.

e Discente representante do programa nos anos de 2019, 2020, 2021 e 2022/abril.
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3. Orientacdo de alunos durantes a pdés-graduacao
3.1 Iniciacéo Cientifica

1. Bianca Melo Oliveira de Jesus. DETECCAO DA PRODUCAO ENZIMATICA DE
LEVEDURAS COM GRANDE APLICABILIDADE INDUSTRIAL. Inicio: 2022.
Iniciacdo cientifica (Graduando em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia) -

Universidade Federal do Rio de Janeiro. (Orientador).

2. Mayra Faria Basilio Dos Santos. CONTROLE DE BACTERIAS DETERIORANTES
DE ALIMENTOS ATRAVES DE SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
PRODUZIDAS POR LEVEDURAS. Inicio: 2022. Iniciacdo cientifica (Graduando em
Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia) - Universidade Federal do Rio de

Janeiro. (Orientador).

3. Jessyca Gomes Olimpio. INVESTIGACAO DE LEVEDURAS PRODUTORAS DE
SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS CAPAZES DE COMBATER BACTERIAS
PATOGENICAS DE IMPORTANCIA CLINICA. Inicio: 2022. Iniciago cientifica
(Graduando em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia) - Universidade

Federal do Rio de Janeiro. (Orientador).

4. Vicente Almeida Serafim da Silva. Analise Metagenomica (Metagenome-Assembled
Genome - MAG) de estirpes bacterianas oriundas de peixes com alto potencial
antimicrobiano. Inicio: 2022. Iniciacdo cientifica (Graduando em Ciéncias Bioldgicas:
Microbiologia e Imunologia) - Universidade Federal do Rio de Janeiro. (Orientador).

5. Luan dos Santos Maciel Almeida. Bioprospeccdo de Substéncias antimicrobianas.
Inicio: 2022. Iniciagdo cientifica (Graduando em Ciéncias Biologicas: Biotecnologia) -

Universidade Federal do Rio de Janeiro. (Orientador).

6. Alex Pessoa da Silva. Bioprospeccdo de Substancias antimicrobianas. Inicio: 2022.
Iniciagdo cientifica (Graduando em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro. (Orientador).

277



3.1 Trabalho de concluséo de curso

1. Gabryel Bernardo Vieira de Lima. CARACTERIZACAO DE FATORES DE
VIRULENCIA E RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE Escherichia coli
OBTIDAS DE SUINOS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS
ALTERNATIVOS. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias

Biologicas) - Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco. Orientador: Sheila da Silva.

2. Jonathas Moreno Silva de Souza, CARACTERIZACAO MOLECULAR E
FENOTIPICA DE FATORES DE VIRULENCIA E RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS DE Escherichia coli OBTIDAS DE BOVINOS E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS NATURAIS E POLIMERO. 2022. Trabalho de
Concluséo de Curso. (Graduacao em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal do Vale

do Sao Francisco. Orientador: Sheila da Silva.

3. Felipe da Silva Diniz. Deteccédo e bioprospeccao de substancias antimicrobianas em
bactérias isoladas do peixe da espécie Serrasalmus rhombeus (nome popular “Piranha-
preta”). 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Biologicas:
Modalidade Médica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico. Orientador: Sheila da Silva.

4. SARAH MEDEROS DA SILVEIRA. BIOPROSPECCAO DE SUBSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS EM ISOLADOS PSICROTOLERANTES E
TERMOTOLERANTES DA REGIAO ANTARTICA. 2018. Trabalho de Concluséo de
Curso. (Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia) - Universidade
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