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RESUMO

Embora o Brasil possua uma rica biodiversidade, o bioma amazbnico e suas
matrizes aquaticas vém sofrendo intensa degradacdo, sendo expostos a
poluentes, incluindo antimicrobianos. Ambientes contaminados por esses
compostos podem se tornar locais de selecdo para genes de resisténcia aos
antimicrobianos (RAM), que podem ser transferidos a bactérias ambientais ou
patogénicas. A RAM ja constitui grave problema de saude publica, associada a
mais de 4,95 milhdes de mortes anuais, reforcando a necessidade de técnicas
interdisciplinares para detecgéo rapida, como analises metagenémicas aliadas a
bioinformatica para identificacdo de genes de resisténcia. Este trabalho teve
como objetivo identificar e analisar o microbioma e o resistoma em matrizes
aquaticas amazobnicas, além de desenvolver pipelines para deteccdo de
reservatorios naturais de RAM. O DNA de amostras provenientes de efluentes
de Rios do Estado do Amapa foram isoladascom o kit comercial DNeasy®
PowerSoil® e em seguida sequenciadas, por meio da tecnologia Nanopore.
Posteriormente foram aplicados pipelines padronizados para avaliagdo de
qualidade, filtragem e montagem. Para validagao dos pipelines, foram utilizadas
amostras pilotos do Rio Jaguaribe (Jodo Pessoa-PB), devido a boa contiguidade
das montagens e 6timos valores de N50 e L50. As analises taxonémicas foram
realizadas com Kraken2 e o resistoma caracterizado com diferentes bancos de
dados, como CARD, ResFinder e NCBI. Foram elaborados materiais visuais
abordando RAM e Uma S6 Saude. A aplicagao aos dados amazodnicos foi
eficiente nas duas estratégias de montagem. Na abordagem com Flye,
prevaleceram taxons dominantes como o filo Pseudomonadota, com destaque
para Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria, além de Actinomycetota e
Thermoproteota em varios pontos. A montagem com MEGAHIT mostrou maior
fragmentacdo, mas possibilitou detectar taxons abundantes e de baixa
cobertura, bem como possiveis patogenos como Pseudomonas e
Enterobacterales. A partir das montagens pelo MEGAHIT nos pontos AP2 e AP9.
Foram identificados os genes de resiténcia blaOXA-60 e RbpA, associados aos
géneros Ralstonia e Mycolicibacterium, respectivamente. Os pipelines
desenvolvidos mostraram-se eficazes para analise do microbioma e resistoma
de DNA metagendmico ambiental de matrizes aquaticas, e a detecgao desses
genes reforga a importancia da vigilancia em biomas sob degradagao.

Palavras-chave: Meio ambiente; Sequenciamento; Bioinformatica; Matrizes
aquaticas; DNA ambiental.



ABSTRACT

Although Brazil has a rich biodiversity, the Amazon biome and its aquatic
matrices have been undergoing intense degradation, being exposed to
pollutants, including antimicrobials. Environments contaminated by these
compounds may become sites for the selection of antimicrobial resistance (AMR)
genes, which can be transferred to environmental or pathogenic bacteria. AMR
already constitutes a serious public health problem, being associated with more
than 4.95 million deaths annually, reinforcing the need for interdisciplinary
techniques for rapid detection, such as metagenomic analyses combined with
bioinformatics for the identification of resistance genes. This study aimed to
identify and analyze the microbiome and the resistome in Amazonian aquatic
matrices, as well as to develop pipelines for the detection of natural AMR
reservoirs. DNA from samples originating from effluents of rivers in the state of
Amapa was isolated using the commercial DNeasy® PowerSoil® kit and then
sequenced using Nanopore technology. Subsequently, standardized pipelines
were applied for quality assessment, filtering, and assembly. For pipeline
validation, pilot samples from the Jaguaribe River (Jodo Pessoa, PB) were used,
due to the good contiguity of the assemblies and excellent N50 and L50 values.
Taxonomic analyses were performed using Kraken2, and the resistome was
characterized with different databases, such as CARD, ResFinder, and NCBI.
Visual materials addressing AMR and One Health were developed. The
application to Amazonian data was efficient in both assembly strategies. In the
Flye approach, dominant taxa such as the phylum Pseudomonadota prevailed,
with emphasis on Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria, in addition to
Actinomycetota and Thermoproteota at several sites. The MEGAHIT assembly
showed greater fragmentation but enabled the detection of abundant and low-
coverage taxa, as well as possible pathogens such as Pseudomonas and
Enterobacterales. From the MEGAHIT assemblies at sites AP2 and AP9, the
resistance genes blaOXA-60 and RbpA were identified, associated with the
genera Ralstonia and Mycolicibacterium, respectively. The developed pipelines
proved to be effective for the analysis of the microbiome and resistome of
environmental metagenomic DNA from aquatic matrices, and the detection of
these genes reinforces the importance of surveillance in biomes under
degradation.

Key-words: Environment; Sequencing; Bioinformatics; Aquatic matrices;
Environmental DNA.
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1. INTRODUGAO

O Brasil possui uma diversidade de biomas, entre eles a maior floresta
tropical do mundo, o bioma amazoénico, que corresponde a mais da metade do
territorio nacional. Porém, a floresta amazbénica vem sofrendo com
desmatamento e super exploragdo. Em 2022 o Sistema de Alerta de
Desmatamento (SAD) divulgou um dos maiores registros de perda florestal do
bioma, sendo devastados 10.573 km? de area (Fonseca et al., 2022). A perda de
cobertura vegetal altera a dinamica do ecossistema e expde agentes infecciosos
que poderiam ser retidos no solo, além de perturbar os habitats e danificar
matrizes aquaticas, que se tornam mais susceptiveis a poluicdo. Esses fatores
se agravam em regides de vulnerabilidade social e ecoldgica, pois amplificam os
riscos de doengas infecciosas zoondéticas (Winck et al., 2022).

As matrizes aquaticas recebem poluentes diariamente e, com a perda
florestal, ocorre um aumento excessivo nessa carga. Dentre os poluentes,
destacam-se antimicrobianos que apresentam um risco para o microbioma local
e produzem efeitos prejudiciais a saude humana e ambiental (Branco et al.,
2021). O uso de antimicrobianos vai além de ambientes clinicos, sendo também
utilizados na agricultura, pecuaria e aquicultura e podem ser transportados para
matrizes aquaticas por dejetos, poluicdo ou escoamento de agua (Despotovic et
al., 2023).

A propagacédo de antimicrobianos em matrizes aquaticas impulsiona o
surgimento de microrganismos resistentes por pressao seletiva, pois, quanto
mais os individuos sdo expostos aos antimicrobianos, maior € a probabilidade
do desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos (RAM) (Merlino;
Siarakas, 2022). Microrganismos resistentes presentes nesses ambientes
podem causar prejuizos a saude das pessoas de forma direta, com o uso da
agua do local para consumo ou recreacao, através de alimentos contaminados,
ou de forma indireta, por meio de animais contaminados que estdo em contato
com humanos (Castro; De Oliveira, 2021).

A RAM vem causando um impacto grave para a saude publica, sendo
considerada prioridade para a Organizagao Mundial de Saude (OMS), estima-se
que houve 4,95 milhdes de mortes no mundo associadas a RAM em 2019 e que

1,27 milhdo de mortes foram causadas diretamente por bactérias
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multirresistentes (Murray et al., 2022; WHO, 2022). O crescente aparecimento
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos causa preocupagao, pois
diminui as chances de tratamentos eficazes, aumentando a morbidade e
letalidade destas infecgbes e, consequentemente, os custos na saude (Chen;
Kumar; Wu, 2023).

Uma forma de combater a escalada da RAM foi adotada pelo Programa
das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), utilizando a abordagem
que expande a compreensdo da RAM e aspectos envolvidos, conhecida como
Uma Sé Saude (One Health) e representa uma abordagem interdisciplinar que
atua como prevengao e vigilancia no tratamento e controle de doencgas,
conectando a saude humana, animal e ambiental e quando direcionadas para
microbiomas de matrizes aquaticas abordam questbes significativas na
disseminagao da RAM (Despotovic et al., 2023; UNEP, 2023). A dinamica entre
a triade One Health demonstra que bactérias resistentes ndao sdo exclusivas de
um ambiente, sendo necessario a vigilancia constante em todas as esferas. A
RAM ¢é reconhecida pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) como um fator
emergente para zoonose, principalmente em paises subdesenvolvidos, uma vez
que a relagao entre homem e animal € mais proxima e a infraestrutura sanitaria
e biosseguranca sao insuficientes (Olaru; Walther; Schaumburg, 2023).

Atualmente, com os avangos nas tecnologias de sequenciamento
genético de proxima geracéo juntamente com o auxilio da bioinformatica para
analise da grande quantidade de dados gerados provenientes nesse processo,
€ possivel sequenciar e elucidar o genoma de todos Os microrganismos
presentes em uma amostra. A metagendémica é uma abordagem vantajosa, pois
permite sequenciar os genomas de todos 0s microrganismos cultivaveis e nado
cultivaveis de maneira mais rapida e eficiente. O estudo de metagenbmica
shotgun fragmenta e sequencia o DNA completo, proporcionando maior
cobertura genémica de diversos individuos. Assim, por meio dessa abordagem
e com auxilio da bioinformatica, € possivel analisar todo microbioma de um
determinado local e identificar genes de resisténcia nas amostras avaliadas
(Akacin et al., 2022; Wensel et al., 2022; Quince et al., 2017).

Visto que os rios atuam como veiculos de transmissao, a investigacao do
microbioma e resistoma desses ambientes € fundamental para prevenir e

monitorar infecgdes por bactérias multirresistentes, ja que esses microrganismos
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estdo associados a altas taxas de mortalidade em todo o mundo, porém, ha
poucas pesquisas que investigam os efeitos dos impactos da RAM em rios de
biomas complexos, como a Amazdnia.

Assim, o presente projeto visa analisar o microbioma e resistoma de um
rio do bioma amazénico, através da abordagem de metagenémica e analises dos
dados por bioinformatica, identificando o microbioma e detectando possiveis
patdogenos e genes de resisténcia aos antimicrobianos presentes no ambiente
que esta sendo degradado.

Segundo Domingues (2005), experiéncias interdisciplinares compartilham
conhecimentos de diferentes areas para solucionar problemas. Este trabalho
exemplifica essa interdisciplinaridade ao correlacionar degradagdo ambiental
com riscos zoonoticos, utilizando técnicas de biologia molecular, como
microbiologia e genética, para investigar o microbioma e resistoma por meio da
metagendmica e bioinformatica. Além disso, ha uma devolutiva social, com a
criacdo de materiais visuais para as comunidades afetadas e divulgacao
cientifica em workshops e congressos.

A pesquisa sobre resisténcia microbiana abrange varios dos 17 Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Ela impacta: i) ODS 01, pois paises de
baixa renda sdo mais vulneraveis a infecgdes e tém menor acesso a tratamentos
eficazes, afetando a economia e exigindo estratégias financeiras para garantir a
saude de populacdes carentes; ii) ODS 02, devido ao impacto da RAM nos
custos de saude animal e agropecuaria; ii) ODS 03, com o aumento de mortes
anuais por RAM, demandando novos medicamentos caros € inacessiveis; iv)
ODS 06, ja que a falta de tratamento adequado e saneamento transforma as
aguas em veiculos de infec¢des e microrganismos resistentes; v) ODS 08, pois
a RAM ameaca a economia ao aumentar o numero de mortes; vi) ODS 12, com
o0 descarte inadequado de antimicrobianos poluindo rios, exigindo controle
eficaz; e vii) ODS 17, com a abordagem One Health atuando em multiplos niveis
para combater a RAM. A investigagdo da RAM é crucial para o progresso dos
ODS, ja que a disseminagao de cepas resistentes pode dificultar seu alcance
(WHO, 2021).
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2. HIPOTESE

A degradagcdo do bioma amazébnico influencia a composi¢gdo do
microbioma e do resistoma dos rios estudados, podendo acarretar desequilibrios

ecologicos e riscos a saude das comunidades locais.

3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Analisar o microbioma e resistoma em afluentes de rios em diferentes
regides do estado do Amapa, a fim de identificar a diversidade de bactérias
potencialmente de risco e detectar os possiveis reservatérios naturais de genes

de resisténcia aos antimicrobianos.

3.2.Objetivos Especificos

e |dentificar bactérias com potencial patogénico e avaliar o resistoma
presentes em corpos hidricos do bioma amazbnico;

¢ Analisar os elementos genéticos moveis associados a genes de resisténcia
de importancia clinica por meio de ferramentas de bioinformatica em cada
localidade;

e |dentificar possiveis reservatorios naturais de genes de resisténcia aos
antimicrobianos em corpos hidricos do bioma amazdnico.

e Desenvolver pipelines com recursos de bioinformatica para analise do

microbioma e resistoma bacterianos;

4. FUNDAMENTAGAO TEORICA

4.1.Bioma e Degradagao

O bioma Amazobnia, representa a maior cobertura vegetal do Brasil,
abrangendo também a Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa,
Peru, Suriname e Venezuela. E a maior floresta tropical do mundo, equivalente
a 1/3 das reservas florestais tropicais umidas e assim, fornece diversos servigos

ecossistémicos, como a disponibilidade de 20% de agua doce do planeta,



21

mitigacdo dos efeitos climaticos e a maior biodiversidade animal e vegetal. A
Amazbnia possui a maior bacia hidrografica, com area de 7 milhdes de km?
abrangendo diversos paises da América do Sul, cujo principal rio da bacia é
denominado de Amazonas, com extensdo de aproximadamente 6.992 km,
nascendo na Cordilheira dos Andes, no Peru e desaguando na ilha de Marajo,
no estado do Para, Brasil (Prado, 2021).

A Amazébnia Legal, corresponde a floresta dentro do territério brasileiro,
delimitado geograficamente para atuagdo politica da Superintendéncia de
Desenvolvimento da Amazbénia (SUDAM), representa aproximadamente 59% do
territério brasileiro e engloba os estados do Acre, Roraima, Amazonas,
Rondénia, Para, Amapa, Tocantins, Maranhao e Mato Grosso (IBGE, 2022).

Embora a Amazénia seja a maior floresta tropical, ela enfrenta diversas
formas de degradagdo, principalmente devido a expansdo das atividades
agropecuarias e atividades ilegais. Entre os anos de 2019-2022 o Projeto de
Monitoramento do Desmatamento na Amazbnia Brasileira por Satélite
(PRODES) registrou a média de desmatamento de 11.396,5 km? de area,
considerado alta em comparagao com as taxas dos anos anteriores, sendo entre
2015-2018 a média do desmatamento de 7.145,75 km? de area. O ultimo registro
de area desmatada acima de 10.000 km?, foi em 2008 com taxas de 12.911 km?
de area (Brasil, 2022).

As principais causas da degradagdo do bioma amazdnico sao atividades
pecuarias e agricolas que exigem grandes areas para implementagao, gerando
uma faixa de desmatamento entre propriedades (Rossoni; De Moraes, 2020).
Outros fatores que favorecem o desmatamento do bioma s&o atividades ilegais,
como apropriagao ilegal de terras, incéndios intencionais e mineragao (Bronz,
2023; Assuncao; Gandour; Rocha, 2023; Menezes, 2022).

4.2.Matrizes Aquaticas

Além do solo, as matrizes aquaticas do bioma sao afetadas com a
degradacao ambiental, pois por perder sua cobertura vegetal, parte do dano no
solo é escoado ou lixiviado para os rios. A presenca de florestas proximo aos
rios e lagos reduz a carga de poluicdo, pois atuam como interceptoras e
filtradoras, melhorando a qualidade da agua (Cecilio; Pimentel; Zanetti, 2019).
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Proximo a matriz aquatica, de modo natural, encontra-se uma porcao
vegetal denominada de mata ciliar que atua como obstaculo natural no
escoamento de agua, minimizando os impactos, evitando a erosao, diminuindo
a evaporagdo e mantendo o equilibrio do meio. Em consequéncia da sua
degradagado, afeta a qualidade da agua, aumenta os assoreamentos e
compactagao do solo (Tolkkinen; Vaarala; Aroviita, 2021; Correia et al., 2019).
Essas matrizes aquaticas sem mata ciliar, sdo mais susceptiveis a receberem
poluentes e dejetos de animais e assim alterar a turbidez da agua, pH e
temperatura, que diminuem os efeitos bactericidas da luz UV (Ferreira et al.,
2022).

Ademais, os rios possuem alta conectividade com outros ambientes,
consequentemente, sdo afetados por atividades antropicas, recebem residuos
domeésticos, industriais e de outros rios. As matrizes aquaticas sao utilizadas
diariamente pela populagdo e outros animais, sendo um potencial veiculo de
transmissao de patdogenos. Comunidades de baixa renda e ribeirinhos sdo os
mais suscetiveis a contaminagdes provenientes de rios contaminados (Porcy et
al., 2020; Medeiros; Lima; Guimaraes, 2016).

4.3.Doencgas Zoonéticas

A degradacdo ambiental esta associada ao aumento de doencas
zoonoticas, pois perturbam o equilibrio dos ecossistemas. A fragmentagao das
florestas, conversao florestal e consequentemente a degradagdo de matrizes
aquaticas, afetam a dindmica de transmissdo de doencas zoondticas
aumentando o contato humano com vetores ou reservatérios (Morand; Lajaunie,
2021).

Os patdégenos zoonéticos sdo organismos capazes de causar doengas
transmitidas entre animais e seres humanos, como bactérias, virus, fungos e
parasitas. A transmissao pode ocorrer de forma direta (mordidas, contato) ou
indireta (alimentos, agua ou solos contaminados). Segundo a OMS, mais de 60%
dos microrganismos patogénicos que podem afetar humanos sé&o considerados
zoondticos. Diversos animais podem atuar como hospedeiros, sendo
reservatorios naturais e que exercem um papel central na vida dos patdégenos,

que acabam infectando outros animais, como os humanos. Muitos desses
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agentes infecciosos que estdo disseminados entre humanos, tiveram origens
zoonoticas (Rahman, 2020; WHO, 2020).

Animais hospedeiros, conhecidos como reservatérios naturais, exercem
papel central no ciclo de vida desses patdogenos, sendo que muitos agentes
infecciosos hoje disseminados entre humanos tiveram origem zoonoética.

Segundo o relatério fronteiras, emitido em 2016 pelo PNUMA sobre
questdes emergentes de preocupacdo ambiental, cinco fatores principais
favorecem o surgimento e disseminagao de doengas zoonéticas, fatores como o
desmatamento e mudangas na utilizagdo do solo, comércio irregular ou ilegal de
animais silvestres, resisténcia a antimicrobianos, expansdo das atividades
agropecuarias em areas anteriormente preservadas e as mudancgas climaticas
(UNEP, 2016).

Alguns fatores apresentados impactam diretamente as matrizes
aquaticas, como o desmatamento e mudangas na utilizagdo do solo proximos a
essas matrizes que aumentam a lixiviagao de carga de poluentes e dejetos, o
qual pode ocorrer a existéncia de antimicrobianos ou microrganismos
resistentes, ocasionando a proliferacdo de bactérias resistentes aos

antimicrobianos (Reddy et al., 2022).

4.4.Uso de antimicrobianos no ambiente

A ocorréncia de antimicrobianos difundidos em matrizes aquaticas, deve-
se ao resultado do uso tanto humano, como em ambientes clinicos e
hospitalares, quanto veterinario e pecuario, agricola e aquicola que se torna um
fator crucial para a selegdo e propagacao de RAM. O descarte inadequado
desses compostos, que pode ocorrer de maneira direta ou indireta, promove
ambientes o qual microrganismos poderdo ser expostos a concentragdes
subinibitorias de antimicrobianos, induzindo ou acelerando a selecéo natural por
pressao seletiva e adaptacdo, ocasionando mutagdes nos individuos
sobreviventes que adquirem resisténcia ao agente causador (Sanchez-Baena;
Caicedo-Bejarano; Chavez-Vivas, 2021; Zhuang et al., 2021).

Existe uma diversidade de antimicrobianos utilizado para tratar infeccoes
bacterianas, como a isoniazida que é utilizada em terapias para tuberculose ou

como os flavofosfolipol e ion6foros que séo aplicados para ganho produtivo e
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uso profilatico em suinocultura, avicultura e bovinocultura (Wesguerber et al.,
2024; Aslam et al., 2021). Além disso, existem antimicrobianos que séao
empregados na agricultura como tetraciclinas e estreptomicinas como usos
profilaticos para evitar infecgdes em frutos (Vidaver, 2002).

Cerca de 80% dos antimicrobianos comercializados globalmente sao
destinados a producdo animal. Alguns possuem usos comuns como a
cefalosporina de terceira geragao e a colistina que sao as mais utilizadas tanto
na saude humana, quanto animal, podendo gerar assim, um aumento na

resisténcia por uso indiscriminado (Wesguerber et al., 2024; Aslam et al., 2021).

4.5.Resisténcia aos antimicrobianos

As bactérias possuem mecanismos especificos que conferem resisténcia
aos antimicrobianos. Um desses mecanismos € a degradagao ou inativagéo
enzimatica do farmaco, em que as bactérias produzem, principalmente, a enzima
betalactamase, que hidrolisa os anéis betalactamicos de antibiéticos, como as
penicilinas e cefalosporinas. Outro mecanismo envolve a modificagdo do alvo do
farmaco, onde alteragbes no sitio ativo do ribossomo impedem que os
antibidticos reconhegam suas moléculas-alvo (Mobarki; Aimerabi; Hattan, 2019;
Tortora; Funke; Case, 2017).

Além disso, a permeabilidade reduzida do farmaco pode ocorrer quando
a bactéria modifica os canais proteicos, como as porinas, reduzindo o fluxo de
antibidticos para o interior das células. Bactérias gram-negativas séao
relativamente mais resistentes devido a presenca de uma membrana externa,
que, quando modificada, impede a passagem de antibidticos para o periplasma
da célula. Outro mecanismo € a exportacao ativa do farmaco, em que proteinas
presentes na membrana plasmatica das bactérias gram-negativas utilizam
bombas de efluxo para importar protons e expelir outras moléculas. Isso impede
a concentragdo efetiva do farmaco dentro da célula, dificultando a acéao
antimicrobiana (Munita; Arias, 2016).

Os genes de resisténcia sdo adquiridos através de mutagdes mediadas a
partir de cromossomos, plasmideos ou transposons, esses genes podem ser
transmitidos para outros individuos através do mecanismo de transferéncia

horizontal de genes (Arnold; Huang; Hanage, 2022).
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As informagdes genéticas podem ser transmitidas para outras bactérias
de trés formas: transformagdo, em que bactérias incorporam genes de
resisténcia presentes no ambiente deixados por outras bactérias que sofreram
morte celular; transduc¢ao que ocorre quando bacteriéfagos transferem genes de
resisténcia de uma bactéria para outra; e conjugagdo, que envolve a
recombinagado do cromossomo ou plasmideos de uma célula doadora com fator
positivo a outra célula receptora com fator negativo, resultando na transferéncia
de novos genes que podem ser transmitidos as células-filhas (Scaldaferri et al.,
2020; Tortora; Funke; Case, 2017).

Embora nao seja um mecanismo de resisténcia, € a resposta ao estresse
do meio, com a producédo de biofilme comumente visto em bactérias gram-
negativas, uma substancia polimérica excretada no meio que possuem
polissacarideos, DNA extracelular, lipidios, surfactantes, flagelos, proteinas e pili
que serve de protecdo e dificulta a penetragcdo de antibiéticos e favorece o
crescimento das colbnias de bactérias (Abrantes; Nogueira, 2022).

A RAM é um problema mundial para a saude publica e que esta ganhando
destaque atualmente. A OMS emitiu um alerta sobre a gravidade da resisténcia,
detalhando fatos importantes, dentre elas que a RAM causou 1,27 milhdo de
mortes no mundo em 2019, que o uso excessivo de antimicrobianos em
humanos, animais e plantas sdo os principais responsaveis pelo impulso do
desenvolvimento da RAM, além de reforcar que esse problema afeta
principalmente paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2023).

Além disso, estima-se que se a RAM nao for controlada, ocorrerao até 10
milhdes de mortes anualmente a partir de 2050 levando a prejuizos econémicos
significativos, entre 1 e 3,4 bilhdes de ddlares por ano, que colocara mais de 24
milhdes de pessoas na extrema pobreza (UNEP, 2023).

As bactérias multirresistentes sdo um dos principais focos das discussoes
em saude publica, sendo responsaveis pelo aumento da morbidade e
mortalidade. Estima-se que elas causem cerca de 700 mil mortes anuais no
mundo devido a infecgdes, das quais mais de 20 mil ocorrem no Brasil (O’Neill
et al., 2016).
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4.6. One Health

No entanto, nesses ultimos anos, esse problema n&o se deteve somente
aos hospitais e ambientes clinicos, pois os antimicrobianos, bactérias e genes
de resisténcia tém sido detectados em diferentes ambientes como matrizes
aquaticas, transportados por dejetos de animais, erosdo do solo ou esgotos,
promovendo o compartilhamento e disseminacao de resisténcia entre bactérias
ambientais. Essa complexa dinamica de disseminagao da RAM é abordada pelo
conceito “One Health” que relaciona conceitos epidemiolégicos moleculares em
humanos, animais e 0 meio ambiente e quando direcionada para a resisténcia
aos antimicrobianos, aborda a vigilancia e notificagdo de RAM, identificando e
acompanhando a dinadmica de compartilhamento no ambiente (Serna; Gonzalez-
Zorn, 2022; Aslam et al., 2021).

Com o aumento de casos de infecgdo por microrganismos resistentes, a
OMS criou a “Iniciativa One Health”, também denominada de “One Health
Quadripartite”, uma parceria formalizada de quatro organizagdes internacionais,
juntamente com Organizac¢ao das Na¢des Unidas para Alimentagao e Agricultura
(FAO), PNUMA e a Organizacdo Mundial da Saude Animal (WOAH) que
promovem agdes relevantes para seguranga alimentar e hidrica, nutricao,
controle de doengas zoondéticas, poluicao e combate a RAM (WHO, 2017).

A RAM ¢ investigada principalmente em bactérias com interesse clinico,
porém, diversos trabalhos apontaram que a propagac¢éao de genes de resisténcia
pode se dar por microrganismos patogénicos ou ndo, tornando necessario

técnicas que analisam todo o genoma de comunidades microbianas.

4.7.Tecnologias de sequenciamentos de DNA

A investigacédo de genes de resisténcia em isolados ambientais enfrenta
o desafio de ser limitada aos microrganismos cultivaveis quando realizada por
técnicas de cultura. Nesse contexto, o uso de técnicas de sequenciamento de
DNA destaca-se como uma abordagem vantajosa para analisar genes presentes
em microbiomas (Akacin et al., 2022).

As evolugdes nas metodologias de sequenciamento de DNA sao
compreendidas em diferentes geragdes, trazendo inovagdes que ampliaram as

possibilidades de analise genbémica. A primeira geracdo € conhecida como
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meétodo de Sanger, desenvolvida em 1977, permitiu que o DNA fragmentado de
individuos fossem sequenciados com precisédo por meio da eletroforese de placa
e fluorescéncia das bases nitrogenadas. Entretanto, sua limitada capacidade de
escalonamento e os altos custos restringiram sua utilizagdo em pesquisas mais
complexas (Pareek; Smoczynski; Tretyn, 2011; Sanger; Nicklen; Coulson, 1977).

Em 2005 foi desenvolvida a segunda geragcao de sequenciamento,
conhecida como Sequenciamento de Nova Geragédo (NGS), com a capacidade
de sequenciar milhdes de fragmentos de DNA ao mesmo tempo, obtendo leituras
curtas de maneira rapida e com menos custo. Existem trés principais plataformas
de NGS, a primeira conhecida como plataforma 454 Life Sciences, utiliza a
técnica de pirosequenciamento, sendo necessario realizar PCR por emulsao e
detectando a luminescéncia do pirofosfato na reagcdo em cadeia dos
nucleotideos. Embora tenha sido utilizada para abordagens de gendémica De
Novo, ou seja, genomas sem referéncias, a técnica foi ultrapassada com o
surgimento de outras técnicas (Akacin et al., 2022; Pareek; Smoczynski; Tretyn,
2011).

A segunda plataforma de NGS, lllumina, realiza sequenciamento por
sintese, sendo necessario um preparo da biblioteca, com técnicas de PCR para
amplificar regides alvo e primers que se ligardo as extremidades dos fragmentos
de DNA, com adi¢cdo de fluorocromos para cada base nitrogenada que seréo
reconhecidos para gerar os dados. Por fragmentar e amplificar o DNA, os dados
gerados exigem uma grande capacidade computacional para serem tratados e
analisados (Akacin et al., 2022; Mccombie; Mcpherson; Mardis, 2019).

A plataforma lon Torrent, langada em 2010, usa a tecnologia de ions
semicondutores, ou seja, identifica o pH gerado pelo acumulo de H*. Durante a
preparacao da biblioteca, o DNA da amostra é fragmentado e amplificado por
PCR por emulsdo, posteriormente, o pH para cada ligacdo é detectado e
sequenciado. Esse método nao € eficaz para regides com homopolimero,
causando a saturagéo na deteccédo do pH e gerando taxas de erros (Akacin et
al., 2022; Hu et al., 2021).

A terceira geracdo de sequenciamento permitiu a leitura de
sequenciamentos longos, maiores que 10kb, sem a fragmentagao e amplificacéo
do DNA, fornecendo dados precisos, em tempo real e a possibilidade de

sequenciar grandes moléculas de DNA (Hu et al., 2021).
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Em 2009 a Pacific Biosciences langou a plataforma PacBio® (Menlo Park,
CA, EUA), que apresentou uma técnica de sequenciamento denominada de
molde SMRTbell por um chip “SMRT Cell’ que contém a DNA polimerase
acoplada e assim reconhece a fita de DNA simples. A preparacéo da biblioteca
nao necessita de PCR, somente a adi¢ao de fluorescentes para reconhecer as
bases nitrogenadas. Embora seja uma técnica promissora, de alto rendimento,
essa técnica necessita de altos custos financeiros (Rhoads; Au, 2015).

Outro sequenciamento de terceira geragao, langado em 2012 pela Oxford
Nanopore Technologies, € a tecnologia Nanopore que pode gerar leituras longas
maiores que 1 Mb sem fragmentar o DNA, pois permite a passagem de fitas
unicas por nanoporos de maneira ininterrupta. Para isso, a biblioteca é carregada
em uma célula de fluxo, denominada flow cell (em inglés), que contém 512 canais
com quatro nanoporos por canal, resultando em 2.048 nanoporos por flow cell,
cada canal esta associado a um eletrodo que reconhece a corrente ibnica de
cada base nitrogenada (Wang et al., 2021).

Existem trés plataformas principais para sequenciamento por Nanopore:
PromethlON, um sequenciador de larga escala com capacidade para até 48 flow
cells; GridlON, um equipamento de bancada que suporta até cinco flow cells; e
MinlON, um dispositivo portatil e versatil que acomoda uma flow cell. O MinlON
destaca-se por sua portabilidade, possibilitando analises em locais remotos sem
necessidade de infraestrutura laboratorial, desde que haja acesso a rede de
dados. Sua capacidade de realizar sequenciamento eficaz, em tempo real e de
baixo custo € essencial para estudos que requerem respostas rapidas, como o
monitoramento ambiental, a vigilancia epidemiolégica e a andlise de
microbiomas. Apesar de apresentar uma taxa de erro maior comparada a outras
plataformas, os avangos em bioinformatica tém melhorado significativamente a
precisado de suas analises (Akacin et al., 2022; Hu et al., 2021; Wang et al, 2021).

Com o avango das tecnologias de sequenciamento e consequentemente
das Omicas (gendmica, transcriptomica, protedmica, metabolébmica, dentre
outros) e com auxilio da bioinformatica, € possivel obter genomas mistos,
identificar e caracterizar genes de resisténcia em toda amostra sem cultivo e
isolamento laboratorial utilizando a metagenémica (Shivaram et al., 2023; Akacin
et al., 2022; Gupta; Tiwari; Cytryn, 2020).
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4.8.Metagendmica

A abordagem metagendmica esta prevalecendo na avaliacdo de
biodiversidade microbiana, descoberta de patégenos humanos, estrutura de
comunidades e deteccao de resistoma em microbiomas. O sequenciamento por
metagendmica fragmenta o DNA e pode ser utilizado para verificar genes
especificos, direcionando para regides do DNA ou rDNA, como amplicons ou
gene 16S, que é uma regiao de conservacgao do gene, utilizando a técnica PCR
ou RT-PCR para amplificagdo da regido selecionada, ou pelo método conhecido
como shotgun, no qual ocorre a fragmentagdo do DNA e o sequenciamento de
todos os genomas presentes na amostra. Ambas as técnicas variam
dependendo do objetivo, recursos e plataforma de sequenciamento (Banar et al.,
2024; Srinivas et al., 2022). Com a leitura sequencial do gene, é possivel obter
informagdes sobre o perfil de resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos
de maneira in silico, além de identificar a linhagem da bactéria e se obteve o
gene por transferéncia horizontal de gene, mutagao seletiva ou descendéncia
(Liguori et al., 2022; Imchen et al., 2020).

O sequenciamento shotgun permite uma cobertura maior para analises de
biodiversidade microbioldgica, possibilitando a identificagdo de microrganismos
menos abundantes na amostra. Além da composigao taxonémica a nivel de
género e espécie, permite identificar os niveis funcionais da comunidade
bacteriana e reconstrugdo do genoma a partir do alinhamento. Contudo, com
uma maior resolugédo do genoma de diversos individuos, maior € o custo e o

tamanho das leituras (Yasir et al., 2022; Durazzi et al., 2021).

5. MATERIAL E METODOS

5.1.Estudo Piloto: Padronizagao das Coletas e Anadlises de
Bioinformatica

Previamente as coletas na regido amazénica, foi conduzido um estudo
piloto com o objetivo de testar e padronizar as metodologias de coleta de agua,
extracdo de DNA metagendmico e as etapas da analise de bioinformatica.

As coletas foram realizadas em fevereiro e marco de 2025 em trés pontos

distintos ao longo do Rio Jaguaribe (Figura 1), em Jodo Pessoa, Paraiba, as
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amostras de agua foram coletadas e processadas seguindo o mesmo protocolo
planejado para o estudo principal. Ponto 1: PJ1, na regido do Varjao (7°08'28.2"S
34°52'16.6"0); PJ2, no Jardim Boténico Benjamin Maranhdo (7°08'11.8"S
34°51'39.3"0) e PJ3, proximo a Ponte Tambau (7°07'08.8"S 34°49'51.8"0), com
a temperatura de 30 °C, 27,2°C e 27,1 °C e 0 pH 6, 5 e 6, respectivamente. Este
piloto foi fundamental para validar a eficacia do fluxo de trabalho e garantir a

qualidade dos dados a serem obtidos nas areas de estudo do bioma amazdnico.

Figura 1: Regidoes de coletas do Rio Jaguaribe, Joo Pessoa

P O

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.Coleta das amostras

As areas foram previamente selecionadas, considerando acessibilidade,
riscos e profundidade, em regides distintas no estado do Amapa. Assim, foram
selecionadas trés regides: Regido 1 — Macapa: localizada na capital e grande
Mcacapa, na porgao sudeste do Amapa, proxima a linha do Equador e a margem
esquerda do rio Amazonas; Regido 2 — Cidade de Calgoene, situada na porgéo
nordeste do estado, abrangendo areas proximas ao Parque Arqueoldgico dos
Equindcios e zona litoranea; Regido 3 — localizada no sudoeste do Amapa, nas
imediagbes do rio Jari, regido caracterizada por areas de floresta densa e

influéncia de afluentes amazonicos.
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Figura 2: Mapa do territorio do Amapa e regides de coletas.

Oceano
Atlantico

&

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A) Mapa do estado do Amapd, com respectivas regides de coleta. B) Regido 1. C)
Regido 2. D) Regio 3.

As coletas foram realizadas entre fevereiro e margco de 2025, em
colaboragdo com o Prof. Emerson Augusto Castilho Martins, da Universidade
Federal do Amapa (UNIFAP), e os experimentos de Biologia Molecular foram
realizados no Laboratério de Biologia Molecular (LaBiMol/CCM/UFPB), sob

coordenacgéo da Profa. Eloiza Helena Campana.
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Para tanto, aproximadamente um litro de agua foi coletada para cada
ponto em onze pontos (Tabela 01) das trés regides selecionadas. As amostras
foram coletadas utilizando garrafas esterilizadas, que foram submersas a 30 cm
de profundidade, a um metro da margem do corpo hidrico, e, em seguida,
transportadas para o ambulatério da UNIFAP e armazenadas a 4 °C. Os frascos
foram devidamente identificados com a sigla correspondente a cada ponto,
incluindo informagdes de coordenadas no GPS, data e hora da coleta, além de

parametros fisico-quimicos de pH e temperatura.



Tabela 01: Caracterizagao geografica e fisico-quimica dos pontos de coleta do Amapa.

Ponto Sigla Coordenadas de coletas Matriz aquatica Municipio pH Temperatura (°C)
01 AP1 0°3.2422'S, 51° 7.1689'0 Igarapé APA-Fazendinha Macapa 7 30,7
02 AP2 0°2.9690’S, 51° 8.3360'0 Igarapé Fortaleza Santana 6 29,8
03 AP3  0°3.4480’S, 51°10.8010'0 Rio Amazonas Santana 5 29,3
04 AP4  0°0.6500’S, 51°12.1660°0 Rio Matapi Santana 5 29,9
05 AP5  2°39.6250'N, 51°2.4100'0 Igarapé Tracajatuba Calgoene 5 25,8
06 AP6  2°29.6540'N, 50°50.0120°0 Rio Calgoene Calgoene S 28,2
07 AP7  2°28.0700’N, 50°53.2210°0 Rio Calgoene Calgoene 5 26,3
08 AP8 2°29.4340’N, 50°56.7670°0 Rio Calgoene Calgoene 5 26,1
09 AP9 0°18.5990'S, 51°45.9780'0 Pog¢o Maraca-pacu Mazagéao Velho 5 32,1
10 AP10 0°19.0140’S, 51°46.4080°0 Igarapé Maraca-pacu Mazagéao Velho 5 31,1
11  AP11 0°17.4100’S, 51°45.1630°0 Rio Maraca-pacu Mazagao Velho 5 31,5

Fonte: Elaborado pelo autor.

33
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5.3.Filtragem das amostras

As amostras foram pré-filtradas no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia (BIOMOL) da UNIFAP, utilizando filtros de 20,8 mm autoclavados,
para reter as particulas suspendidas. Posteriormente foram filtradas utilizando
membranas Millipore Sterivex® de 0,22 pm/poro estéreis. Para cada ponto,
foram filtrados, aproximadamente, 150 mL por membrana, o qual dois pares de
membranas foram armazenadas com 20 mL de STE (Tris, Saline, EDTA, pH=8)
e um par de membrana a seco, em tubos Falcon CRALPLAST® de 50 mL e

armazenadas a -20° C.

5.4.Extracao do DNA genémico

As membranas foram lavadas utilizando a mesa agitadora orbital Solab®
com 180 RPM por 48 horas no Laboratério Analitico Multiusuario
(LAM/DCF/UFPB) e os tubos centrifugados a 1.000 RPM por 10 minutos no
Laboratdrio de Imunofarmacologia (LYMFA/IPeFarM/UFPB). O sobrenadante foi
descartado e o pellet reunido em microtubos Eppendorf Kasvi® de 2 mL no
Nucleo de Medicina Tropical (NUMETROP/CCS/UFPB).

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular
(LaBiMol/CCM/UFPB), utilizando o kit comercial DNeasy® PowerSoil®
(QUIAGEN®) conforme protocolo do fabricante com modificagdes (Stojan et al.,
2023).

A concentracdo do DNA obtido nas extracdes foi determinada por
fluorimetria, utilizando o equipamento Quantus™ (Promega), e confirmada por
espectrofotometria (NanoDrop™, Thermo Fisher Scientific) no Laboratério de
Biotecnologia Celular e Molecular (LBCM/CBiotec/UFPB). Foram selecionadas
amostras com concentracdo entre 200 ng para o sequenciamento. Como
controle negativo da extracdo, foram incluidas membranas esterilizadas
submetidas ao mesmo protocolo experimental, a fim de verificar a auséncia de

contaminagao durante o processo.
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5.5.Preparagao da biblioteca Nanopore e sequenciamento

A biblioteca Nanopore foi obtida no Laboratério de Biologia Molecular
(LaBiMol/CCM/UFPB) utilizando o Kit Rapid Barcod (SQK-RBK114.24) e Flow
CellR10.4.1, com quantidades de nanoporos acima de 1000 antes da realizacao
do sequenciamento, seguindo as recomendagbes do fabricante. O
sequenciamento foi realizado no dispositivo MinlON (ONT, UK) e sequenciados
usando MinKNOW 1.15.1 com o script de execugao padrao de 48 horas. O
basecalling foi transcrito utilizando o Fast model v4.3.0, 400bps com o minimo

de Q score 8.

5.6. Analise de bioinformatica

5.6.1. Microbioma

Foi gerado e testado dois pipelines para a analise de dados
metagendémicos apds o sequenciamento. O Miniconda (versdo 5.1.16) e o
Galaxy Server (versao 25.0.3) foram utilizados para gerenciamento de pacotes
no Ubuntu (16.04). Apds a obtencgéo dos resultados de saida (arquivos FASTQ),
foram avaliadas a qualidade das reads (sequéncias de bases nitrogenadas em
formato de texto) por meio das ferramentas selecionadas durante o teste. Os
FASTQs foram submetidos para avaliagdo usando o Falco versdo 1.2.4 (De
Sena Brandine; Smith, 2021) e NanoPlot versdo 1.28.2 (De Coster et al. 2018).
As reads foram tratadas considerando os parametros Phred Quality Score <10
utilizando o Porechop.py versao 0.2.4 (Wick, 2017) e Filtlong versao 0.3.1 (Wick,
2018) para remocgéao de regides adaptadoras provenientes do sequenciamento.
O alinhamento das sequéncias obtidas foi feito pelo Blast+ disponivel no NCBI
(Centro Nacional de Informacéo Biotecnoldgica) e a montagem dos genomas por
meio das ferramentas Flye (metaFlye) versao 2.9.6 (Kolmogorov et al., 2020) e
MEGAHIT versao 1.2.9 (Li et al., 2015), considerando uma abordagem De Novo.
Para a avaliacdo da qualidade das montagens, foram utilizados o Quast e
Metaquast versao 5.3.0 (Mikheenko; Saveliev; Gurevich, 2016).

Para classificacdo taxonémica, foi utilizado a ferramenta Kraken versao
1.3.1, Kraken2 versao 2.1.3 e Kraken-report versdo 1.3.1 (Wood; Salzberg,

2014) e Krakentools versado 1.2.1 (Lu et al., 2022). A visualizagdo dos arquivos
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finais (.report e .txt) foi realizada a partir do software Pavian versdo 1.0
(Breitwieser; Salzberg, 2020).

5.6.2. Resistoma

ApOs a identificagcdo do microbioma nas amostras, foram analisados os
resistomas utilizando o banco de dados ResFinder (Center for Genomic
Epidemiology) versao 4.7.2 (Bortolaia et al., 2020; Camacho et al., 2009), CARD
(The Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (Alcock et al., 2023) e
ABRIicate versao 1.0.1 (Seemann, 2016) com o banco de dados NCBI-BARRGD
(Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database). A utilizagéo
dessas bases de dados amplia a cobertura de identificacdo dos determinantes

de resisténcia.

5.7.Devolutiva social

Os dados obtidos estdo sendo divulgados para a populacdo através do
projeto Iniciativa Amazénia +10 com a confecgao de folders (Apéndice 01) e
panfletos (Apéndice 02) informativos, abordando os riscos de exposicdo aos
microrganismos resistentes, a dinamica One Health, como se prevenir e
combater a perpetuacao de genes de resisténcia e a importancia do uso racional
clinico e  ambiental, para divulgagdto no site do  projeto
(https://www.amazoniamaisdez.org.br/chamada1/projeto-33) e redes sociais,

juntamente com outras unidades onde esta sendo realizado o projeto.

5.8.Divulgacao académica e cientifica

Foram realizados palestras e workshops para a comunidade académica
abordando temas relacionados ao microbioma, resistoma e metagenémica. As
atividades foram direcionadas a Universidade Federal da Paraiba, com a
participacdo de professores e estudantes que desenvolvem pesquisas em
metagenémica e anadlises de dados por bioinformatica. Os resultados foram
divulgados por meios digitais e tradicionais ressaltando a importédncia da
investigacado de genes de resisténcia no bioma amazdnico e implicagbes para o

estado da Paraiba e outras regides do pais.
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5.9.Colaboragao do projeto

Pesquisadores de diferentes estados brasileiros e colaboradores
internacionais langaram a proposta 003/2022 - Iniciativa Amazbénia +10
(https:/lwww.amazoniamaisdez.org.br/ chamadai/projeto-33) e atuam desde
entdo em conjunto no monitoramento de patdégenos zoondticos com potencial de
riscos para a saude humana no bioma amazbénico. Amostras biologicas
(humanas e animais) e ambientais (agua e esgoto) sdo avaliadas de forma
detalhada por meio de técnicas de sequenciamento utilizando abordagem

metagendmica e analises de bioinformatica.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Amostras Piloto

6.1.1. Quantificacdo das Amostras Piloto e Padronizagao dos
Pipelines
O protocolo de extragdo do DNA metagenémico foi validado, garantindo
concentragbes acima de 20 ng/ul e razdes de pureza A260/280 =1.80 (Tabela
02). Esses parametros atendem aos critérios de concentragdo e qualidade,
conforme recomendado pelo protocolo de sequenciamento Rapid sequencing
DNA V14 - barcoding (SQK-RBK114.24).

Tabela 02: Parametros de quantificagdo e pureza do DNA metagenémico
extraido das amostras piloto.

Concentragao
Pontos Pellet (g) A260/A280
de DNA (ng/ul)
PJ1 17,6 60,4 1.80
PJ2 20,4 104,7 1.92
PJ3 15,7 40,7 1.90

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: PJ1 (Ponto 1 do piloto); PJ2 (Ponto 2 do piloto); PJ3 (Ponto 3 do piloto).

O sequenciamento, realizado no equipamento MinlON Mk1C, teve uma
execugao de 20 horas e 58 minutos, gerando dados brutos em formato de

FASTQ. Foram desenvolvidos e padronizados dois pipelines integrados com
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base nesses dados, para garantir reprodutibilidade e robustez na analise das
amostras principais do projeto.

A validacdo do protocolo com a extracdo adequada de pureza e
concentracdo é fundamental para o sucesso de analises metagenémicas
ambientais, devido a complexidade da amostra, como as de rios amazdnicos. A
plataforma Oxford Nanopore possui alta sensibilidade a qualidade do DNA de
entrada, evitando basecalling (traducdo do sinal elétrico para a respectiva base
nitrogenada) errébneos ou indeterminados (N) (Brown et al., 2017). Parametros
como a concentragdo de DNA e a razdo A260/280 > 1.80 para a biblioteca de
entrada, sao fatores determinantes para a eficiéncia do sequenciamento de
terceira geragao e podem impactar diretamente nos dados de saida (Tyler et al.,
2018).

A extracdo de DNA da amostra piloto apresentou parametros de
quantidade e qualidade adequados, compativeis com os dados na literatura para

realizar o sequenciamento de metagendmica pela plataforma Oxford Nanopore.

6.1.2. Controle de Qualidade e Filtragem

A analise de qualidade do sequenciamento das amostras piloto, foi
realizada com o auxilio da ferramenta Nanoplot (Tabela 03) e Falco (Figura
3;4;5). No total, foram produzidos 8,9 gigabases (GB) de dados, distribuidos em
1.872.191,0 reads. Os comprimentos médios das leituras variaram entre 2.219,5
(PJ3) a 2.558,7 (PJ2), com desvios padrdao acima de 2.500 bases, indicando que
foram geradas sequéncias longas e de diferentes tamanhos de reads.

O valor de N50, que variou de 3.815,0 bases (PJ3) até 4.477,0 bases
(PJ2), também demonstrou a capacidade do sequenciamento em gerar
sequéncias longas, uma vantagem crucial para a montagem e analise
metagendémica, uma vez que 50% de todas as bases sequenciadas estdo em
reads com um comprimento proximo ou maior do que 4 kb.

A qualidade das sequéncias foi adequada, com todos os pontos
apresentando um score de qualidade de Phred > Q10. Este valor indica uma
probabilidade de erro de base de 1 em 10 ou inferior para a maioria dos dados
gerados.

Apos a avaliagao inicial, os dados brutos foram submetidos primeiramente
ao Porechop, especificamente para remover os adaptadores de barcode das
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extremidades das reads, assegurando que as sequéncias especificas nao
influenciem nos dados posteriores. Em seguida, aplicou-se ao Filtlong para
filtragem, sendo descartadas as reads com comprimento inferior a 1.000 pares
de bases e as 10% com os menores scores de qualidade Phred.

Com esse processamento, observou-se uma redugao no volume total de
bases e no numero de reads em todos os pontos analisados. Houve um aumento
no comprimento médio e no desvio padrdo, assim como no valor de N50,
indicando que 50% das bases estéo presentes em leituras de comprimento maior
que 4 kb.

Além disso, houve aumento na proporgao de reads com qualidade Phred
superior a Q10, com estes representando mais de 86% das reads em todas as
amostras pos-filtragem. Em conjunto, a comparagcdo das métricas pré e pds-
processamento confirmam a eficacia do processo de limpeza e reforga a
confiabilidade dos dados para as etapas de analise posteriores.

A andlise grafica da qualidade por posigao de base corrobora com os
dados numeéricos. As Figuras 03 (a), 04 (a) e 05 (a), correspondem a analise de
dados brutos dos pontos PJ1, PJ2 e PJ3, respectivamente. As posi¢des iniciais
das reads apresentam baixa qualidade, acompanhadas de uma ampla variagao.
Apés a filtragem (b), as regides iniciais apresentaram aumento no score,
estabilizando-se na regido de score mediana (aproximadamente Phred 20). O
aumento da linha média e a uniformidade das barras interquartis ilustram a
eficiéncia dos filtros aplicados e a remogao da regido dos adaptadores dos
barcodes.

O controle de qualidade e filtragem sao requisitos que afetam diretamente
a precisdo da montagem, da classificagdo taxondmica e da identificacdo de
genes funcionais. O perfil de qualidade observado nos dados brutos, com uma
proporg¢ao inicial de aproximadamente 62% de reads com Phred score > Q10,
esta de acordo com o esperado para a flowcell R10.4.1 da tecnologia Nanopore,
que, embora apresente taxas de erro mais elevadas que as plataformas de short
reads, oferece a vantagem crucial de gerar long reads (Wang et al., 2021).

A estratégia de filtragem foi eficaz, pois elevou a porcentagem de reads
de alta qualidade para mais de 86%. Essa abordagem é similar a utilizada em

outros estudos de metagenémica ambiental com sequenciamento Nanopore,
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validando a escolha das ferramentas para maximizar a qualidade dos dados sem

uma perda excessiva de informagao (Martin et al., 2021).
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Tabela 03: Analise da qualidade do sequenciamento das amostras piloto de saida bruto pelo Nanoplot.

Comprimento Desvio
Numero Numero de
Pontos Fastq médio das Padrao do N50 Phread >Q10 % >Q10
de reads pares de bases ]
reads comprimento

PJ1 3,8GB 819.007,0 1.900.911.747,0 2.321,0 2.658,0 4.095,0 510.840,0 62,4%
PJ2 24GB 460.363,0 1.177.916.951,0 2.558,7 2.798,6 4.477,0 296.159,0 64,3%
PJ3 2,7GB 592.821,0 1.315.777.946,0 2.219,5 2.514,3 3.815,0 356.948,0 60,2%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 04: Analise da qualidade do sequenciamento das amostras piloto de saida apds processamento e filtragem pelo Nanoplot.

Comprimento Desvio
Numero Numero de
Pontos Fastq médio das Padrao do N50 Phread >Q10 % >Q10
de reads pares de bases )
reads comprimento

PJ1 3,3GB 498.519,0 1.669.780.951,0 3.349,5 2.869,0 4.523,0 430.380,0 86,3%
PJ2 21GB 298.674,0 1.054.440.613,0 3.530,4 2.9455 4.795,0 256.988,0 86,0%
PJ3 2,3GB 359.093,0 1.148.084.450,0 3.197,2 2.714,8 4.231,0 311.812,0 86,8%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.3. Montagem e avaliagao de qualidade

A reconstrugcdo das contigs do metagenoma por abordagem De Novo,
sem genomas de referéncia, foi realizada utilizando dois pipelines distintos: Flye
(metaFlye) para long reads e MEGAHIT para short reads. A montagem Flye
passou por polimento com MEDAKA, e a qualidade de ambas foi avaliada pelo
QUAST, gerando métricas de continuidade, completude e possiveis erros.

Ambas estratégias apresentaram resultados distintos. O Flye (Tabela 05)
produziu um numero menor de contigs (>500 pb) em todas as amostras (PJ1:
4.152; PJ2: 1.761; PJ3: 2.616), enquanto o MEGAHIT (Tabela 06) gerou
centenas de milhares de contigs (PJ1: 393.618; PJ2: 199.855; PJ3: 299.667).

Essa diferenga se da pela fragmentacéo tipica de montadores para short
reads, como o MEGAHIT, o qual o volume total de contigs € maior, mas
distribuido em fragmentos menores. Diferentemente do Flye, foi capaz de
reconstruir contigs longas, chegando a 1,9 Mb, como na amostra PJ1.

O comprimento total das montagens pelo MEGAHIT foi muito superior
(PJ1: 466.273.810 pb; PJ2: 307.473.377 pb; PJ3: 359.776.912 pb) em relagéo
ao Flye (PJ1: 68.542.316 pb; PJ2: 28.404.943 pb; PJ3: 44.926.799 pb). Isso
indica que, mesmo com a fragmentacédo, o MEGAHIT recupera um volume maior
de sequéncias, incluindo fragmentos de microrganismos de baixa abundancia.

A extensdo dos contigs sao verificadas por parametros de contiguidade,
que verifica a fragmentagao das reads, o qual maiores contiguidades implicam
em long reads. O N50 pelo Flye, resultou em contigs maiores que 2 kb, ou seja,
indica que 50% do metagenoma esta montado em contigs de tamanho igual ou
superior aos valores. O L50 é uma métrica complementar e indica o numero de
contigs necessario para atingir o N50, como por exemplo na montagem pelo Flye
que apresentou valores menores, demonstrando a eficiéncia para montar contigs
a partir de long reads.

A porcentagem de bases GC (Guanina e Citosina) variou entre as
amostras e montadores, mas permaneceu dentro do esperado para
comunidades microbianas ambientais, sem indicar viés de montagem. Nenhuma
das montagens apresentou bases indefinidas (N’s), evidenciando alta qualidade

€ precisao apos o polimento com MEDAKA.



Tabela 05: Métricas de montagem das amostras piloto pelo Flye.
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Pontos Numero de contigs Maior conti Comprimento sontiguidade GC (%) indBe?isneicsias
> 500 pb 9 total > 500 pb N50 L50 ° (N'S)
PJ1 4.152 1.964.404 68.542.316 22.867 684 63,78 0
PJ2 1.761 974.569 28.404.943 24.195 257 57,13 0
PJ3 2.616 668.151 44.926.799 27.765 338 63,89 0
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 06: Métricas de montagem das amostras piloto pelo MEGAHIT.
Pontos Numero de contigs Maior conti Comprimento contiguidade GC (%) indBe?isnﬁzas
> 500 pb 9 total > 500 pb N50 L50 ° (N'5)
PJ1 393.618 35.248 466.273.810 1.337 95.170 59,10 0
PJ2 199.855 21.078 307.473.377 1.958 44.590 57,20 0
PJ3 299.667 26.842 359.776.912 1.362 74.512 61,35 0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A comparagao direta entre os montadores Flye e MEGAHIT para a
montagem de dados de long reads de Nanopore revelou diferencas de
desempenho consideraveis, que sao diretamente atribuiveis as suas diferentes
abordagens algoritmicas.

O MEGAHIT utiliza um algoritmo baseado em De Bruijn graphs, que
funciona dividindo as reads em pequenos fragmentos de tamanho fixo (k-mers)
para encontrar sobreposi¢coes. As taxas de erro mais altas e a natureza nao
uniforme das long reads criam complexidades no qual o método De Bruijn graph
nao consegue resolver eficientemente, resultando em quebras no grafo e,
consequentemente, em uma montagem fragmentada (Tabela 06) (Wick; Judd;
Holt, 2019).

Ja o Flye possui uma abordagem diferente que emprega o overlap-layout-
consensus (OLC) e constréi um repeat graph para resolver regides repetitivas
complexas. Ao focar nos overlaps entre as reads inteiras em vez de k-mers fixos,
o Flye consegue tolerar as imprecisbes do sequenciamento e utilizar o
comprimento das reads para contornar regides repetitivas resultando na
reconstrugao de contigs longos (Kolmogorov, et al., 2019).

Esses resultados (Tabela 05 e 06) demonstram que o Flye é altamente
eficiente para reconstruir contigs longas e continuas, facilitando a recuperacgéo
de genomas completos e a analise estrutural de elementos genéticos. Por outro
lado, o MEGAHIT gera um grande numero de contigs que pode ampliar a
capacidade de detecgao taxondmica, sendo utili em amostras ambientais
complexas e fragmentadas, onde a diversidade microbiana é alta e muitos

organismos estao presentes em baixa abundancia.

6.1.4. Microbioma da amostra piloto

Apos realizar a montagem metagendmica, os arquivos resultantes do Flye
e MEGAHIT foram submetidos a analise taxondmica pelo Kraken e Kraken2
utilizando o banco de dados: Prebuilt Refseq indexes: GTDB v220 (Bacterial and
archaeal) (Version: 2024-11-09 - Downloaded: 2025-02-12T7205236Z). Foram
processados pelo Kraken-report e Krakentools. Posteriormente, os graficos de
sankey foram gerados pelo Pavian metagenomics data explorer.

As montagens pelo Flye geraram um numero reduzido de dados,
distribuidos em 296 linhas para PJ1, 124 linhas para PJ2 e 214 linhas para PJ3,
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ou seja, foram atribuidos niveis aos respectivos contigs e detalhado por
percentual de abundancia, refletindo o perfil de baixa fragmentagdo e alta
continuidade.

A analise taxondmica permitiu a classificacdo de uma alta proporcao dos
dados, com 76,85%, 68,12% e 80,62% dos contigs atribuidos a taxons
conhecidos para o PJ1 (Figura 07), PJ2 (Figura 08), e PJ3 (Figura 09),
respectivamente. A composi¢cdo a nivel de filo foi majoritariamente por
Pseudomonadota, que correspondeu a 34,63%, 48,58% e 37,61% para as
amostras PJ1, PJ2 e PJ3, respectivamente. Além disso, o filo Actinomycetota
também foi encontrado nos trés pontos.

Os pontos PJ1 e PJ3 apresentaram uma estrutura de comunidade
filogenética relativamente similar. Ambos tiveram a predominancia do filo
Cyanobacteriota (6,70% em PJ1; 7,95% em PJ3).

O ponto PJ2, exibiu um perfil taxondbmico diferente e de menor
diversidade. Ocorreu um aumento do filo Bacteroidota (5,78%). Divergindo de
filos abundantes nos outros pontos, como Cyanobacteriota, apresentaram
proporgdes menores em PJ2 (0,17%).

Essa divergéncia se tornou ainda mais evidente em nivel de género.
Enquanto PJ1 e PJ3 foram apresentaram géneros tipicamente aquaticos como
Limnohabitans, Acidovorax e o grupos de cianobactérias, o ponto PJ2 foi
dominado por géneros associados a ambientes impactados e ao trato
gastrointestinal, como Aeromonas (6,60%) e Enterobacter (6,30%).

A presenca de Klebsiella foi de 0,24%, 6,34% e 0,38% para os pontos
PJ1, PJ2 e PJ3, respectivamente, com a espécie K. pneumoniae detectada.
Além disso, os pontos PJ1 e PJ3 apresentaram o género Escherichia, com
1,11% e 0,04%, com a E. coli detectada no PJ1.

No processamento das amostras piloto, o Pavian apresentou limitagdes
ao tentar organizar visualmente os arquivos classificados gerados pelo Kraken2
a partir das montagens com MEGAHIT, que geraram um alto volume de linhas
(PJ1: 6.320 linhas; PJ2: 2.272 linhas; PJ3: 2.272 linhas). Este volume de dados
excedeu a capacidade da ferramenta Pavian de renderizar uma representacao
grafica interativa e coesa, como os diagramas de Sankey.

Apesar dessa limitagado na visualizagao, o conjunto de dados permanece

util e foi utilizado nas analises das amostras subsequentes. A decisdo de
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prosseguir com esses dados baseia-se na robustez da classificagao taxonémica
pelo Kraken2, que permite uma analise da diversidade microbiana mesmo em
montagens fragmentadas.

Figura 07: Classificagdo taxondmica PJ1 montado pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 08: Classificagao taxondmica PJ2 montado pelo Flye.
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Figura 09: Classificagao taxondmica PJ3 montado pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.5. Analise do resistoma

Apés a caracterizagao taxonémica, a investigagao foi direcionada ao
potencial funcional do metagenoma, com foco na identificagdo de genes RAM.
Assim, os contigs da montagem Flye foram analisados utilizando um conjunto os
bancos de dados de referéncia NCBI-BARRGD, ResFinder e CARD.

Para determinar a origem taxondémica dos contigs que continham genes
de RAM, foi realizada uma analise de homologia utilizando a ferramenta BLASTn

contra o banco de dados de nucleotideos (nt) do NCBI.
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Para o ponto PJ1 (Tabela 07), foram identificados 14 genes de resisténcia
distintos, conferindo resisténcia a oito classes de antimicrobianos, incluindo
betalactédmicos, aminoglicosideos, trimetoprim, sulfonamidas, tetraciclinas e
macrolideos. A qualidade dos alinhamentos foi consistentemente alta, com
valores de identidade e cobertura superiores a 94% para a maioria dos genes,
indicando a presenga de genes completos e potencialmente funcionais.

Dentre os achados, o contig 3048 que correspondeu ao plasmideo do
Citrobacter freundii (Tabela 08), apresentou um cluster com multiplos genes de
RAM, dfrA14 (resisténcia ao trimetoprim), aadA1 (resisténcia a estreptomicina),
»aOXA-10 (resisténcia a betalactamicos e cefalosporinas), cmIA5 (resisténcia ao
cloranfenicol) e tet(C) (resisténcia a tetraciclina).

Embora o C. freundii seja reconhecida como um patégeno oportunista
amplamente distribuido em diversos ambientes, como solo, agua e o trato
intestinal humano, essa espécie ndo € atualmente classificada como uma
ameaca de emergéncia global. No entanto, a vigilancia sobre esse género é
essencial, considerando o potencial no surgimento de cepas com elevados
niveis de resisténcia a antimicrobianos. Principalmente em ambientes aquaticos
sujeitos a impactos antrépicos, que favorecem a disseminagao e selecao de
microrganismos resistentes.

O contig 4210 continha o sistema de resisténcia de dupla agdo msr(E)
(bomba de efluxo) e mph(E) (enzima modificadora), que conferem resisténcia de
alto nivel a macrolideos. O BLAST associou este contig ao plasmideo de
Acinetobacter baumannii, um patégeno de alta relevancia clinica

A analise do resistoma do PJ2 (Tabela 09) revelou a maior abundancia e
diversidade de genes de RAM entre as amostras piloto. O perfil de resisténcia
apresentou 21 genes diferentes, principalmente por genes que conferem
resisténcia a quinolonas e outras classes de antimicrobianos sintéticos, além de
diversos genes de bombas de efluxo de multidrogas.

Predominou-se a detecgao de multiplos genes de resisténcia a quinolonas
mediados por plasmideos (Tabela 10). Foram identificados os genes qnrS2,
qnrB19 e qnrB5 (uma variante de gnrB), todos com cobertura e identidade
proximas de 100%. O qnrS2 foi associado ao contig 1363 que foi identificado

como Aeromonas ou K. pneumoniae (98,95%), enquanto os genes da familia
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gnrB foram ligados a E. coli e outras bactérias nao cultivadas, evidenciando a
disseminacgao destes genes entre diferentes hospedeiros na amostra.

Além dos genes qnr, outros genes associados a transferéncia de genes
foram detectados com alta cobertura e identidade. O gene sul2, que confere
resisténcia a sulfonamidas, foi identificado com 100%, associado a A. simiae. O
gene fosA5, responsavel pela resisténcia a fosfomicina, foi detectado em um
contig com alta similaridade ao cromossomo de K. pneumoniae.

Foram identificados multiplos sistemas. Como no contig 1140, associado
a Enterobacter roggenkampii, que apresentou os genes 0gxA e ogxB, complexos
da bomba de efluxo OgxAB (a posi¢ao entre 9444 ao 13794 demostra essa
associagao), conhecida por conferir resisténcia a quinolonas e fendis. O sistema
de efluxo AcrAB, também foi detectado no contig 1416 e 1720, ambos
associados a Enterobacter.

A analise do resistoma no ponto PJ3 (tabela 11) revelou a presenca de
diversos genes de resisténcia antimicrobiana detectados. Os 7 genes diferentes
identificados incluem c¢fxA3, CRP, rpoB2, RbpA, sull, bla-A, mitrA, cobrindo
mecanismos variados de resisténcia, como betalactdmicos, fluoroquinolonas,
macrolideos, sulfamidas e rifamicinas.

O gene cfxA3, identificado na contig 1112, esta associado a resisténcia a
cefamicina e foi relacionado a Segatella copri (Tabela 12), um microrganismo
relevante do microbioma intestinal. O CRP, presente na contig 1712, vinculado
a K. pneumoniae, € um regulador implicado em resisténcia a fluoroquinolonas,
macrolideos e penams. Genes como rpoB2 e RbpA, associados a
Mycolicibacterium e Mycobacterium, conferem resisténcia a rifamicina.

Assim, o uso dos bancos de dados NCBI-BARRGD, ResFinder e CARD
possibilitou uma identificacdo abrangente com alta confiabilidade de genes

presentes nos contigs gerados pela montagem Flye.



Tabela 07: Resistoma do ponto PJ1.
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Ndmero Banco de . % de % de
Contig Dados Start End Fita Gene GAPS cobertura identidade Acesso
NCBI
1401 CARD 1248 2061 + sul2 2/2 99,75 99,75 NG_051852.1
ResFinder
1676 NCBI 5466 6346 + bla-A 11 99,89 99,55 NG _047483.1
1537 2017 - dfrA14 717 100,00 95,84 NG_056035.1
NCBI 2093 2878 - aadA1 6/8 98,99 96,84 NG_052028.1
3048 CARD 2895 3681 - blaOXA-10 17122 97,75 94,04 NG_049393.1
ResFinder 3948 5205 - cmiA5 10/10 99,52 98,50 NG_051436.1
8526 9711 + tet(C) 517 99,50 99,41 NG 048181.1
NCBI 215 1688 + msr(E) 2/2 99,86 99,86 NG_048007.1
4210 CARD
. 1744 2625 + mph(E) 9/9 99,32 98,65 NG_064660.1
ResFinder
NCBI
4236 CARD 11864 12650 - aadA2 9/13 98,86 97,74 NG_051846.1
ResFinder
4273 NCBI 4645 5430 - ant(3")-lla 4/4 99,37 97,33 NG_054649.1
1419 CARD 3136 3613 - mphB 1/1 100,00 98,12 AE005174.2:
’ ’ 3397370-3397847
AP009048:
1463 CARD 1860 3491 + eptA 25/38 98,48 94,81 4340268-4338624
286 CARD 2959 4156 - acrA 15/16 99,50 91.86 U00096.3:

485619-484425

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 08: BLAST NCBI das contigs e perfil de resisténcia dos genes do ponto PJ1.
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Numero Identificagao taxonémica por BLAST Acesso Gene Resisténcia
Contig NCBI (% identidade)
Thermomonas aquatica (99,85%) CP040871.1 .
1401 Pseudomonas aeruginosa (99,85%) CP194327 .1 sulz Sulfonamida
Thauera sp. (97,98%) CP001281.2 A
1676 Kiebsiella pneumoniae (98,41%) MK649823.1 bla-A Betalactamico
dfrA14 Trimetoprim
aadA1 Estreptomicina
3048 Gitrobacter freundii (98,62%) CP056339.1 blaOXA-10  Cefalosporina
(plasmideo) .
cmiIAS Cloranfenicol
tet(C) Tetraciclina
4210 Acinetobacter baumannii (98,03%) CP084298.1 (plasmideo) ~ MSTE =
mphE Macrolideos
Aeromonas salmonicida (94,23%) CP038105.1 . L
4236 Klebsiella sp. (94,23%) AP022205.1 aadA2  Aminoglicosideos
1419 Escherichia coli (100%) CP148426.1 mphB Macrolideos
4273 Acinetobacter chinensis (98,57 %) CP032128.1 eptA Peptideo
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Glicilciclina;
. Penam;
286 Enterobacter mori (88,05%) CP071063.1 acrA Cl D
oranfenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 09: Resistoma do ponto PJ2.
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Numero Banco de . % de % de
Contig Dados Start End Fita Gene GAPS cobertura identidade Acesso
NCBI 9444 10614 + 0gxA10 4/5 99,57 87,58 NG_050418.1
140 SARD 10639 13794 +  ogxB9 1617 9978 93,11 NG_050458.1
esFinder
NCBI
1363 CARD 5705 6361 + qnrS2 0/0 100,00 100,00 NG_050544.1
ResFinder
NCBI
269 CARD 358 1173 + sul2 0/0 100,00 100,00 NG_051852.1
ResFinder
NCBI
312 CARD 35027 35448 - fosA5 4/4 99,76 93,85 NG_050409.1
ResFinder
NCBI
400 CARD 3348 3993 + qnrB19 1/1 100,00 99,84 NG_050479.1
ResFinder
1654 ResFinder 12694 13889 + mdf(A)_1 8/9 96,43 81,22 Y08743
1012 CARD 4491 5856  + CPXA 4/5 99,27 82,76 BA000007.3:4905062-4903688
1153 CARD 13752 15498 + msbA 15/16 99,49 82,57 U00096.3:966620-968369
1275 CARD 15421 16130 - baeR 1/1 98,20 82,00 AP009048.1:2166412-2167135
1416 CARD 3042 4233 + acrA 20/27 98,66 91,89 AJ318073.1:793-1990
4258 7405 + acrB 11/14 99,75 83,81 U00096.3:484403-481253
1418 CARD 14807 15983 - KpnG  21/26 99,06 81,23 ACWO01000051.1:22092-23265
16110 16640 - emrR 2/2 99,81 84,59 U00096.3:2810769-2811300
1567 CARD 12334 12965 - CRP 3/3 99,68 87,22 AP009048.1:4154296-4153663
1613 CARD 12400 12770 - marA 2/2 96,35 83,33 AP009048.1:1621287-1621671
1632 CARD 2888 6024 + arcD 46/55 99,49 81,29 AP009048.1:2586250-2589364
1688 CARD 2249 3376 + OmpK37 14/15 99,47 90,92 AJ011502.1:300-1425



1720 CARD 17529 20687 - acrB

20710 21910 -  acrA
16764 17274 +  emrR
1731 CARD 17427 18597 +  KpnG
18613 20152 +  KpnH
399  CARD 11479 12844 -  cpxA
400  CARD 3312 3993 +  QnrB5
745  CARD 5535 6223 -  mtrA
17436 20519 +  matC
902 CARD 53304 24035 +  baeR
953  CARD 4190 4817 -  CRP

46/55
18/19
3/3
8/8
3/3
13/13
11
2/2
21/22
5/5
4/5

99,27
99,50
95,86
99,57
99,94
98,98
100,00
100,00
99,74
98,06
99,21

81,96
89,81
82,03
94,64
84,23
80,92
98,97
86,36
82,11
82,63
88,31
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U00096.3:484403-481253
DQ679966:299-1493
U00096.3:2810769-2811300

ACWOO01000051.1:22092-23265
ASTU01000063.1:61248-62787
BA000007.3:4905062-4903688

DQ303919:0-681
AL123456.3:3627349-3626662
U00096:2158385-2161463
AP009048.1:2166412-2167135
AP009048.1:4154296-4153663

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 10: BLAST NCBI das contigs e perfil de resisténcia dos genes da amostra PJ2.

Numero Identificagao taxonémica por BLAST Acesso Gene Resisténcia
Contig NCBI (% identidade)
onto g
1140 Enterobacter roggenkampii (94,91%) CP060733.1 (cromossomo) Fenicol
ogxB9 . ’
Quinolona
Aeromonas allosaccharophila (98,95%) KU644676.1
1363 Klebsiella pneumoniae (98,95%) KT896501.1 qnrS2 Quinolona
Aeromonas sp. (98,95%) MT231819.1
269 Aeromonas simiae (100,00%) CP040449.1 (cromossomo) sul2 Sulfamida
312 Klebsiella pneumoniae (93,42%) CP021955.1 (cromossomo) fosA5 Fosfomicina
400 Bactéria nao cultivada (99,36%) MF554640.1 qnrB19 Quinolona
Escherichia coli (99,36%) CP081521.1
1654 Enterobacter sp. (90,79%) AP019634.1 Mdf(A)_1
1012 Enterobacter sp. (89,76%) CP012999.1 CPXA Aminocumarina;



1153
1275

1416

1418

1567

Enterobacter asburiae (89,75%)
Enterobacter roggenkampii (95,13%)

Klebsiella quasipneumoniae (94,34%)

Enterobacter roggenkampii (89,68%)

Enterobacter asburiae (92,76%)

Klebsiella quasipneumoniae (9,44%)

CP083815.1
CP143663.1

CP144152.1

CP060733.1

CP103751.1

CP171486.1

msbA
baeR

acrA

acrB

KpnG

emrR
CRP

Aminoglicosideo
Nitroimidazol
Aminocumarina;
Aminoglicosideo
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Glicilciclina;
Penam;
Fenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Glicilciclina;
Penam;
Fenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan
Aminoglicosideo;
Carbapenem;
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Macrolideo;
Penam;
Penem;
Peptideo
Fluoroquinolona
Fluoroquinolona;
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1613

1632

1688

1720

Enterobacter roggenkampii (91,39%)

Enterobacter roggenkampii (94,93%)

Klebsiella variicola At-22

Enterobacter roggenkampii (91,49%)

CP128618.1

CP143663.1 (cromossomo)

CP001891.1

CP086201.1

marA

arcD

OmpK37

acrB

acrA

Macrolideo;
Penam
Carbapenem;
Cefalosporina;
Cefamicina;
Fluoroquinolona;
Glicilciclina;
Monobactam;
Penam;
Penem;
Fenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan
Aminoglicosideo
Carbapenem;
Cefalosporina;
Cefamicina;
Monobactam;
Penam;
Penem
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Gliociclina;
Penam;
Fenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan
Cefalosporina;
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1731

399

745

902

Enterobacter roggenkampii (92,97 %)

Klebsiella quasipneumoniae (95,02%)
Mycolicibacterium aichiense (77,33%)

Enterobacter cloacae (86,56%)

emrR
KpnG

CP060733.1 (cromossomo)
KpnH
CP055010.1 (cromossomo) CPXA
AP022561.1 mitrA
CP093914.1 (cromossomo) gacgg

Fluoroquinolona;
Gliociclina;
Penam;
Fenicol;
Rifamicina;
Tetraciclina;
Triclosan
Fluoroquinolona
Aminoglicosideo;
Carbapenem;
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Macrolideo;
Penam;
Penem;
Peptideo
Aminoglicosideo;
Carbapenem;
Cefalosporina;
Fluoroquinolona;
Macrolideo;
Penam;
Penem;
Peptideo
Aminocumarina;
Aminoglicosideo
Macrolideo;
Penam
Aminocumarina
Aminocumarina;

59



60

Aminoglicosideo
Fluoroquinolona;

953 Klebsiella pneumoniae (93,02%) CP152840.1 (cromossomo) CRP Macrolideo;
Penam
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 11: Resistoma do ponto PJ3.
Numero Banco de . % de % de
Contig Dados Start End  Fita Gene GAPS cobertura identidade Acesso
NCBI
1112 CARD 538 1483 - CfxA3 4/4 97,62 98,20 AF472622:52-1018
ResFinder
1712 CARD 6112 6743 +  CRP 3/3 99,68 g770  APO090S 104296
2028 CARD 41700 45188 -  rmpoB2  21/65 98,62 80,32 APOOG%%Q&‘E;%%wg'
2658 CARD 273909 274239 - RbpA 1/1 95,94 85,54 HQ203032:0-345
NCBI
643 CARD 28479 29318 - sult 0/0 100,00 100,00 JF969163:1053-1893
ResFinder
NCBI 24864 25746  + bla-A 1/1 100,00 99,89 NG _047483.1
78 CARD 77853 78538 - mtrA 1/1 99,85 87,05 AL1234§562§£227349'
2231 NCBI 7591 8465 - bla-A 20/25 98,19 92,93 NG 047483.1
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 12: BLAST NCBI das contigs e perfil de resisténcia dos genes do ponto PJ3.
Numero Identificagao taxonémica por BLAST Al
Acesso Gene Resisténcia

Contig

NCBI (% identidade)
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1112

1712

2028

2658

643

78

2231

Segatella copri (91,30%)
Klebsiella pneumoniae (96,76%)
Mycolicibacterium (=82,00%)
Mycobacterium (=82,00%)
Mycolicibacterium (=80,00%)
Mycobacterium (=80,00%)
Acidovorax sp. (98,89%)

Mycolicibacterium (=79,00%)
Mycobacterium (=79,00%)
Edwardsiella tarda (95,12%)
Aeromonas salmonicida (95,12%)

CP152352.1

CP031792.1

CP019882.1
CP107931.1
CP050192.1
AP043665.1
AP020326.1

CP016447.1

CP155796.1
CP192587.1
MF925338.1
ON814113.1

CfxA3

CRP

rpoB2

RbpA

sull
bla-A

mitrA

bla-A

Cefamicina
Fluoroquinolona;
Macrolideo;
Penam

Rifamicina

Rifamicina

Sulfonamida
Betalactamicos
Macrolideo;
Penam

Betalactamicos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2. Amostras das regidoes do Amapa

6.2.1. Extragao, quantificagdo e avaliagao da pureza do DNA
metagendmico

Os resultados de massa do pellet inicial, concentracao final de DNA e a

razao de pureza A260/A280 para cada amostra estdo detalhados na Tabela 13.

Tabela 13: Extracdo de DNA.

Concentragao
Pontos Pellet (g) A260/A280

de DNA (ng/pl)
AP1 68,2 31,5 1,87
AP2 86,6 36,2 1,81
AP3 69,0 20,3 1,79
AP4 40,2 54,9 1,83
AP5 15,0 6,1 1,41
APG6 199,1 28,0 1,77
AP7 35,4 14,9 1,65
AP8 16,4 13,5 1,50
AP9 46,5 61,3 1,82
AP10 34,4 21,6 1,66
AP11 23,7 6,6 1,51

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se ampla variagao entre os pontos, tanto no rendimento quanto
na qualidade do DNA; por exemplo, AP1, AP2 e AP6 apresentaram maiores
quantidade de pellet, 68,2 g, 86,6 g e 199,1 g, respectivamente, e concentragao
intermediaria de DNA, 31,5 ng/ul, 36,2 ng/ul e 28,0 ng/ul, respectivamente,
enquanto AP5, AP8 e AP11 apresentaram os menores valores da quantidade de
pellet, 15,0 g, 16,4 g e 23,7 g, respectivamente, e as menores concentragao de
DNA, com 6,1 ng/ul, 13,5 ng/ul e 6,6 ng/ul, respectivamente.

A pureza do DNA, avaliada pela razdo A260/A280, também foi analisada.
Valores entre 1.8 e 2.0 sdo considerados indicativos de alta pureza, com baixa
contaminagao por proteinas. As amostras AP1, AP2, AP4 e AP9 apresentaram
valores ideais (1.87, 1.81, 1.83 e 1.82, respectivamente). Em contrapartida, as
amostras AP5, AP8, e AP11 exibiram valores mais baixos (1.41, 1.50, 1.51,
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respectivamente) sugerindo a presenga de contaminantes residuais ou baixa
eficiéncia no processo de purificagao.

Para realizar o sequenciamento, o fabricante recomenda um input de 200
ng de DNA em 10 pl de agua livre de nuclease com razao de pureza A260/A280
>1.8, para garantir a integridade e quantidade suficiente para a biblioteca na
flowcell. No entanto, devido aos resultados diferentes da extracdo de DNA e para
garantir o input da biblioteca, optou-se por sequenciar as amostras que nao
atingiram a concentragdo minima e grau de pureza recomendada (APS5, AP7,
AP8 e AP11) em um momento diferente das demais (1° sequenciamento). Para
assim, avaliar a viabilidade e o rendimento do sequenciamento com material de
partida subotimo, uma vez que a obtengao de mais material biolégico para essas
amostras ndo era viavel.

Posteriormente, as sete amostras com concentragao e pureza adequadas
(AP1, AP2, AP3, AP4, AP6, AP9 e AP10) foram submetidas a outro
sequenciamento (2° sequenciamento). Durante este processo, a primeira corrida
de sequenciamento com este grupo de amostras foi interrompida
prematuramente, resultando em um rendimento de dados inferior ao esperado.
Para contornar essa limitagao e maximizar a profundidade de sequenciamento,
uma outra corrida foi realizada utilizando as mesmas bibliotecas (3°
sequenciamento). Assim, obteve-se os dados dos sequenciamentos 1°, 2° e 3°
apds 20h 58 min, 9h 44 min e 48h, respectivamente. Subsequentemente, os
arquivos FASTQ brutos das corridas foram concatenados para cada amostra
correspondente, consolidando os dados em um unico conjunto para as analises
posteriores.

A extracdo de DNA apresentou variagdes na massa do pellet,
concentracdo e pureza entre os diferentes pontos amostrados. A variagao
observada pode ser atribuida a diversidade dos ambientes amostrados, fatores
como a densidade de biomassa microbiana, a quantidade de matéria orgéanica e
inorganica em suspensdo e a presenga de sedimentos que influenciam o
rendimento da extracdo. O kit Qiagen DNeasy PowerSoil Pro, embora seja
recomendado para solos, apresenta alto rendimento de DNA nao inibido de
amostras de agua, tendo um impacto menos significativo na avaliacao da

comunidade microbiana (Reume et al., 2025).
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Embora tenha ocorrido a interrupcéo da corrida de sequenciamento, os
dados gerados puderam ser avaliados sem comprometer ou enviesar as
analises. Purushothaman et al. (2024) ao testarem diversos kits de extragao de
DNA para amostras de microbiomas e isolados utilizando o sequenciamento
Oxford Nanopore para a deteccao de resisténcia e taxonomia, concluiu que apés
1,9 horas de sequenciamento, € possivel identificar microrganismos de amostras

complexas e detectar de genes de resisténcia.

6.2.2. Controle de Qualidade e Processamento dos Dados Brutos

Os sequenciamentos brutos dos onze pontos foram avaliados para
verificar a qualidade utilizando as ferramentas NanoPlot (Tabela 14). e Falco.
Foram gerados aproximadamente 9,0 GB de dados, aproximadamente, e
distribuidos em 2.420.537 reads.

A analise das métricas obteve uma variagcado esperada entre as amostras.
O comprimento médio das leituras e os valores de N50 foram maiores nos pontos
AP9 e AP10, que apresentaram meédias superiores a 2.000 bases e N50 acima
de 4.000 bases. As demais amostras viaveis exibiram valores de N50 entre a
faixa de 2.000 a 3.700 bases. Em relagcdo a acuracia, cinco pontos (AP4, AP7,
AP8, AP10 e AP11) apresentaram mais de 50% de suas leituras com score de
qualidade Phred superior a Q10.

O ponto AP5 demonstrou um desempenho inferior em todos os
parametros avaliados, o sequenciamento resultou em 3,0 MB, com 3.281 reads
geradas, N50 de 443 bases e 5,8% das reads com qualidade superior a Q10.
Com base nesta anadlise quantitativa, a amostra AP5 foi excluida das analises
subsequentes.

Os dados brutos foram filtrados para remocdo dos adaptadores de
barcode das extremidades das reads utilizando a ferramenta Porechop e
posteriormente ao Filtlong. A eficacia foi confirmada pela analise da qualidade
(Tabela 15).

O processo de filtragem resultou na remog¢ao de aproximadamente 52%
do total de reads, retendo um conjunto final de 1.138.666 reads. O comprimento
meédio das leituras apresentou um aumento expressivo em todos os pontos, com
valores variando entre 2.619 (AP11) e 3.753 (AP9) bases.
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Os valores de N50 aumentaram, os pontos AP2, AP3 e AP4 apresentaram
valores acima de 3.500 bases, ja AP1, AP7, AP10 acima de 4.000 bases e AP9
apresentando os maiores valores com 5.186 bases. Todos o0s pontos
aumentaram no percentual de reads acima do Q10.

As Figuras 10 - 20 apresentam, de maneira comparativa, a avaliagao da
qualidade das reads geradas para cada amostra, utilizando o Falco. Nos graficos
de cada ponto, o painel (a) demonstra os dados brutos, evidenciando que as
posi¢cdes iniciais das sequéncias apresentam baixas medianas de qualidade e
com grande amplitude de variacao, frequentemente abaixo de Q10, esse cenario
inicial pode indicar a presengca dos adaptadores e barcodes ainda nao
removidos.

Aposs o processamento, como apresentado nos painéis (b), verifica-se um
aumento consideravel nos scores medianos de qualidade em todas as posi¢oes
das reads. Esse perfil poés-filtragem evidencia a remocgao eficiente de
adaptadores e barcodes, além do descarte das reads abaixo de 1.000 pb.

A extracdo de DNA, assim como o sequenciamento metagenémico, esta
sujeita a divergéncia entre as amostras, pois a influéncia de fatores ambientais
e do tipo de amostra pode afetar diretamente o rendimento e qualidade do DNA
ambiental (Parsley et al., 2024; Demkina et al., 2023; Mathieu et al., 2020). A
variabilidade observada em estudos ambientais é esperada, principalmente
considerando que diferentes corpos d'agua apresentam caracteristicas fisico-
quimicas distintas que impactam diretamente na biomassa microbiana e na
qualidade do material genético extraido (Sahu et al., 2025; Goldberg et al., 2016).

Apos a filtragem, observou-se um aumento significativo nos comprimentos
médios dos reads e nos respectivos valores de N50 de todas as amostras
analisadas, com retencdo predominante de reads de maior comprimento e
melhor qualidade. A utilizacao de ferramentas para filtragem e controle de
qualidade em sequenciamentos de dados long reads promove uniformidade nos
dados e diminui a fragmentagdo das reads que possam gerar taxas de erros
(Demkina et al., 2023; Priyam et al., 2021). O processo de filtragem rigoroso é
considerado crucial para analises metagendmicas robustas, especialmente
quando se utiliza tecnologia Oxford Nanopore, que apresenta caracteristicas
unicas de erro que podem ser mitigadas através de estratégias apropriadas de

processamento (Szakallas et al., 2024; De La Cerda et al., 2023).
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Embora tenha aumentado o N50 apds a filtragem, as reads das amostras
ainda apresentaram fragmentacdes com variagées entre 3.000 a 5.000 bases. A
estrutura de erro do sequenciamento Nanopore pode resultar em assemblies
fragmentados, sendo necessario aumentar a profundidade dos dados e aplicar
estratégias de corregao para otimizar a qualidade do assembly (Benoit et al.,
2024; Baker, 2022). Alguns estudos demonstram que a profundidade de
cobertura adequada € essencial para obter assemblies de alta qualidade, pois
contorna os desafios de montagem presentes em amostras de comunidades
microbianas complexas, como nas analises metagenémica (De La Cerda et al.,
2023; Lapidus; Korobeynikov, 2021).



Tabela 14: Analise da qualidade do sequenciamento de saida bruto.
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] Nimerode  Comprimento Desvio
Pontos Fastq :eu::::; pares de médio das Padrao do N50 Phread >Q10 % > Q10
bases reads comprimento

AP1 758,8 MB 201.362,0 357.116.132,0 1.773,5 2.609,1 3.685,0 73.948,0 36,7 %
AP2 1,6 GB  443.753,0 749.914.899,0 1.689,9 1.927,3 3.234,0 181.823,0 41,0 %
AP3 4491 MB 145.653,0 206.027.319,0 1.414,5 1.865,3 3.124,0 70.025,0 48,1%
AP4 1,7GB  452.657,0 818.095.412,0 1.807,3 1.984.,4 3.319,0 254.764,0 56,3%
AP5 3,0 MB 3.281,0 933.642,0 284,6 594 .6 443,0 190,0 5,8%

APG6 656.2 MB 203.717,0 302.786.062,0 1.486,3 1.594,2 2.695,0 61.713,0 30,3%
AP7 321.0 MB 90.966,0 149.914.958,0 1.648,0 1.982,5 3.256,0 45.976,0 50,5%
AP8 4525 MB 129.954,0 210.981.457,0 1.623,5 1.927.,4 3.126,0 65.927,0 50,7%
AP9 1.0 GB 229.347,0 492.282.767,0 2.146,5 2.860,8 4.547,0 106.269,0 46,3%
AP10 1.3GB 307.840,0 645.784.623,0 2.097,8 2.417,7 4.031,0 170.124,0 55,3%
AP11 777.2MB 212.007,0 364.648.986,0 1.720,0 1.664,1 2.653,0 118.045,0 55,7%

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 15: Analise da qualidade do sequenciamento de saida pds-processamento e filtragem.

] Numerode  Comprimento Desvio
Pontos :eu::::; pares de médio das Padrao do N50 Phread >Q10 % > Q10
bases reads comprimento
AP1 88.493,0 293.801.509,0 3.320,1 3.250,1 4.336,0 58.663,0 66,3%
AP2 201.822,0 611.650.536,0 3.030,6 2.082,8 3.820,0 138.874,0 68,8%
AP3 53.063,0 162.857.971,0 3.069,1 2.196,3 3.946,0 40.269,0 75,9%
AP4 227.589,0 693.310.322,0 3.046,3 2.096,6 3.819,0 174.689,0 76,8%
APG6 85.922,0 232.557.156,0 2.706,6 1.690,1 3.265,0 54.431,0 63,3%
AP7 37.907,0 117.978.463,0 3.112,3 2.243,6 4.009,0 32.506,0 85,8%
AP8 55.130,0 166.427.293,0 3.018,8 2.161,0 3.799,0 47.103,0 85,4%
AP9 113.030,0 424.234.762,0 3.753,3 3.304,0 5.186,0 79.882,0 70,7%
AP10 164.730,0 566.472.000,0 3.438,8 2.573,1 4.495,0 122.597,0 74,4%
AP11 110.980,0 290.710.947,0 2.619,5 1.745,6 3.072,0 91.933,0 82,8%

Fonte: Elaborado pelo autor.

68



69

base de AP1.

éncia

~

Qualidade por sequ

Figura 10

a)

20
15
10

5

Alenb peaiyd

570000-57,
550000-55
530000-53
510000-51,
490000-49
470000-47
450000-45
430000-43
410000-41
390000-39
370000-37
350000-35
330000-33
310000-31
290000-29
270000-22

[~
=
250000-28
HSS.&W_
BSS.&@
190000-19
170000-17
150000-15
130000-13
110000-11
90000-999
70000-799
50000-599
30000-399
10000-199
9bp
7bp
Sbp
3bp
1bp

——
[
——
——a
e |
——
—
| se—
——
—
————————
——
—TxT
—————T—
[ —— ]
T
————
—Tr—
—T——
——a——
——T—
———Tr——
| ——
| m———
—
. —
—
—
R —
———————
—
—
——— I —
——————— i~
—
— R, ——
=] %) o

[=] n wn
] -

2
2
1

\._uup Aenb peaiyd

570000-57
550000-55
530000-53
510000-51
490000-49
470000-47
450000-45
430000-43
410000-41
390000-39
370000-37
350000-35
330000-33
310000-31
290000-29

Nuooo?m
250000-28
230000-
Ecocc.&a
190000- 19
170000-17
150000- 15
130000-13
110000-11
90000-999
70000-799
50000-599
30000-399
10000-199
Sbp

7bp

Sbp

3bp

1bp

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pés-processamento.
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Legenda: a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pds-processamento.
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Legenda: a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pés-processamento.
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Elaborado pelo autor.

Fonte

a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pds-processamento.

Legenda
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Elaborado pelo autor.

Fonte

a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pds-processamento.

Legenda
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Legenda: a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pds-processamento.
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Elaborado pelo autor.

Fonte

a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pos-processamento.

Legenda



77

éncia

~

Qual

Figura 18

)35

30

25

20
15

A1jenb peaiyd

10

mm“I""‘IIIII|I||||||II|||||||||||||||.

5

0

390000-39)
380000-38,
370000-37
360000-36,
350000-35
340000-34
330000-33
320000-32
310000-31
300000-30
290000-29
280000-28,
270000-27,
260000-26,
250000-25
240000-24
230000-23
220000-22
210000-21,
200000-20)
190000-19

180000-18
170000- 18
160000- 1§
150000~
140000~ 1%
130000~ ﬁ
120000-12
110000-11]
100000-10
90000-999
80000-899
70000-799
60000-699
50000-599
40000-499
30000-399
20000-299
10000-199
10-9999bp
9bp

8bp

7bp

6bp

Sbp

4bp

3bp

2bp

1bp

b) 35

“m““""hum||||||||||||||||||||||||.

Fonte: Elaborado pelo autor.

30

25
20
15
10

5

f1lenb pealyd

390000-39
380000-38
370000-37
360000-36
350000-35
340000-34
330000-33
320000-32
310000-31
300000-30
290000-29
280000-28
270000-27
260000-26
250000-25
240000-24
230000-23
220000-22
210000-21
200000-20
190000-19
180000-18
170000- 18
160000- 1§
150000~
140000~ 1%
Hmcooo.ﬁ
120000-12
110000-11
100000-10
90000-999
80000-899
70000-799
60000-699
50000-599
40000-499
30000-399
20000-299
10000-199
10-9999bp
Shp

8bp

7bp

6bp

Sbp

4bp

3bp

2bp

1bp

Legenda: a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pos-processamento.
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a) Qualidade dos dados brutos, b) Qualidade dos dados pos-processamento.

Elaborado pelo autor.

Fonte
Legenda
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6.2.3. Montagem

A montagem dos dados metagendmicos consistiu na reconstrugao de
contigs a partir das leituras processadas, pela abordagem De Novo. As
montagens utilizando o Flye (Tabela 16) apresentaram baixos numeros de
contigs, variando de 105 a 2.051 bases, indicando alta contiguidade das
sequéncias, sobretudo nas amostras AP1, AP3 e APG6, porém, também
obtiveram os menores tamanhos de contigs. Isso reflete no L50, que também
foram menores, para os pontos AP1 (73) e AP3 (34), ou seja, precisaria desses
numeros de contigs para atingir 50% do comprimento total.

O ponto AP10 apresentou os maiores valores de contigs, tamanho e
comprimento total (2.051, 979.978 e 36.396.380 bases, respectivamente).

Os pontos AP9 e AP10 obtiveram os maiores valores de NS5O,
demonstrando que metade do genoma montado (50% do comprimento total)
esta contida em contigs que tém um tamanho de pelo menos 24.793 e 24.365
bases, respectivamente. Os valores de N50, que variaram de 3.264 a 24.365
bases, refletem contigs representativos de grandes regides do genoma e, em
geral, sugerem montagens menos fragmentadas. Adicionalmente, os altos
valores de auN, como para os pontos AP10 (66.505) e AP11 (79.093),
consolidam a avaliagao de alta qualidade, fornecendo uma métrica integrada da
contiguidade em toda a extensdo da montagem, sendo a amostra AP3 (6.999)
com a qualidade de montagem mais baixa. Em todas as amostras, a auséncia
de bases indefinidas ('N's) apresenta a qualidade no consenso das sequéncias.

Ja nas montagens com MEGAHIT, apresentaram mais fragmentacoes,
com numero de contigs elevado (de 847 a mais de 122 mil bases), valores de
N50 geralmente baixos (entre 665 e 8.788 bases) e maior dispersédo nos
tamanhos dos maiores contigs. Em geral, o MEGAHIT é indicado para amostras
metagendmicas de alta complexidade, realizada para sequenciamentos de short
reads, pois consegue montar sequéncias de diversas espécies, ainda que com
maior fragmentagcdo e menor contiguidade. Também foi observado que as
métricas L50 e L90 aumentaram, indicando a necessidade de um maior numero
de contigs para se alcangar 50% ou 90% da montagem total.

Ao comparar as duas ferramentas, observou-se que o Flye favoreceu

montagens mais continuas com menores quantidades de contigs e maiores
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indices de N50 e auN, mostrando-se eficiente na reconstrucdo de grandes
regides gendmicas, especialmente em genomas mais prevalentes ou menos
complexos dentro das comunidades, porém durante o processo de montagem,
descartou a maioria das reads que nao entraram em consenso com as contigs.
Por sua vez, o MEGAHIT demonstrou vantagens na recuperagao da diversidade
metagendmica, porém gerou grandes quantidades de contigs fragmentadas.

A auséncia de bases indefinidas em ambas as abordagens reafirma a alta
qualidade dos consensos sequenciais. Esses resultados corroboram com relatos
da literatura sobre as diferengas funcionais e estratégias dessas ferramentas em
metagendmica aplicada (Wang et al., 2021; Lin et al., 2021).

Assim, as opgoes entre Flye e MEGAHIT deve considerar o objetivo do
estudo: montagens mais continuas para sequéncias dominantes ou maior
abrangéncia metagenémica com maior fragmentagcdo. A complementaridade
dessas ferramentas pode ser explorada para melhorar a interpretagao integral

de dados metagenémicos ambientais.



Tabela 16: Métricas de montagem Flye.
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Ndamero

Contiguidade

Bases

Pontos | de contigs Maiqr Comprimento indefinidas
> 500 pb contig total N50 N90 auN L50 L90 (N’s)
AP1 245 37.792 2.001.676 9.949 4.669 10.774 73 190 0
AP2 934 46.166 7.832.033 9.980 4.545 11.955 254 709 0
AP3 105 13.070 601.975 6.716 3.264 6.999 34 83 0
AP4 1.140 82.374 10.768.187 11.153 4.836 16.000 277 844 0
APG6 603 40.966 4.378.477 9.429 3.422 11.463 149 443 0
AP7 207 104.485 2.879.265 19.066 5.976 31.375 36 140 0
AP8 583 170.805 6.375.967 15.081 5.150 31.145 104 397 0
AP9 1.178 607.620 21.618.541 24.793 8.744 61.120 228 808 0
AP10 2.051 979.978 36.396.380 24.365 8.684 66.505 423 1.407 0
AP11 1.760 896.985 18.529.749 14.223 4.580 79.093 257 1.175 0
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 17: Métricas de montagem MEGAHIT.
Numero . . Contiguidade Bases
Pontos | de contigs Malc?r Comprimento indefinidas
> 500 pb contig total N50 N90 auN L50 L90 (N’s)
AP1 69.145 16.725 126.632.440 2.449 857 3.088,3 15.518 50.149 0
AP2 201.307 16.416 281.097.378 1.683 702 2.176,5 50.386 154.053 0
AP3 29.442 18.899 59.949.998 2.801 944 3.483,3 6.447 20.946 0
AP4 194.637 15.719 295.221.283 1.894 739 2.443,0 46.582 146.372 0
APG6 45.980 15.563 79.386.463 2.284 812 2.849,5 10.517 33.683 0
AP7 20.887 22.324 34.521.666 2.215 745 3.085,9 4.344 15.245 0
AP8 30.884 18.812 47.765.353 2.014 717 2.764,6 6.696 22.902 0
AP9 96.552 26.712 148.972.257 2.019 704 2.866,6 20.339 71.424 0
AP10 122.282 32.141 199.220.343 1.772 665 2.519,5 27.096 92.272 0
AP11 50.670 16.986 69.723.827 1.682 668 2.285,9 12.019 38.586 0

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.2.4. Microbioma Flye

A montagem proveniente do Flye, gerou um arquivo FASTA para cada
amostra, que foi classificada taxonomicamente utilizando o Kraken2
(Relatorio_completo_:<https://docs.google.com/spreadsheets/d/11BIT3ySJcliMA
xckPOHdsIWuUWAQX_3NolCw0_zXLOrg/edit?usp=sharing>) e foram
processados pelo Kraken-report e Krakentools. Posteriormente, as informagdes
foram transformadas em dados graficos através do Pavian.

A analise taxon6mica do ponto AP1 (Figura 21), revelou que 60,41% das
contigs foram classificadas, enquanto 39,59% permaneceram néo classificadas,
0 que pode ser comum em estudos metagendmicos ambientais devido as
limitagdes dos bancos de dados de referéncia. Entre as leituras classificadas, a
grande maioria pertence ao dominio Bactéria (57,96%), com destaque para o filo
Pseudomonadota (23,67%), e classe Gammaproteobacteria (12,65%) e
Alphaproteobacteria  (6,94%). Dentro desse grupo, géneros como
Polynucleobacter (1,63%) e Pseudomonas (1,22%) foram identificados, sendo
que a espécie P. monteilii correspondeu a 0,41% das leituras. Também foram
detectados representantes de Actinomycetota (4,49%), Planctomycetota
(0,41%) e Chloroflexota (0,82%). Além das bactérias, arqueias do filo
Thermoproteota (0,82%) também foram identificadas, com destaque para o
género Nitrosotenuis.

No ponto AP2 (Figura 22), 69,49% das contigs foram classificadas, com
68,20% pertencente ao dominio Bacteria. O filo predominante foi o
Pseudomonadota (29,23%), com classes Gammaproteobacteria (12,42%) e
Alphaproteobacteria (11,99%). Dentro desse grupo, géneros como
Polynucleobacter (2,68%) e Pseudomonas (2,03%). Também foram detectados
representantes de Actinomycetota (7,28%), incluindo géneros como
Mycobacterium e Paenibacillus, além de filos como Nitrospirota, Chloroflexota,
Acidobacteriota, Verrucomicrobiota, Planctomycetota e Bacillota, embora
apresente diversidade microbioana, todos apareceram em baixas proporgdes.

A triagem taxondémica do ponto AP3 (Figura 23) revelou que 74,29% das
sequéncias puderam ser atribuidas a taxons conhecidos, o qual 72,38% foi para
o dominio Bactéria. O filo predominante identificado foi Pseudomonadota,

compreendendo 27,62% do total de leituras classificadas, sendo as classes mais
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abundantes Gammaproteobacteria (10,48%) e Alphaproteobacteria (7,62%). A
ordem Burkholderiales (6,67%) foi a mais representativa dentro de
Gammaproteobacteria, seguida por Pseudomonadales (0,95%), que inclui o
género Pseudomonas. Outros filos bacterianos relevantes detectados incluem
Actinomycetota (8,57%) e Acidobacteriota (0,95%).

Para o ponto AP4 (Figura 24), 52,19% foram classificadas, sendo 49,56%
para o dominio Bactéria, com 29,21% para o filo Pseudomonadota, com a classe
Gammaproteobacteria (19,39%) e Alphaproteobacteria (7,28%). Dentro da
classe Gammaproteobacteria, o género predominante foi Polynucleobacter
(6,84%), incluindo a espécie P. tropicus.

Em paralelo, foram identificados uma diversidade microbiana dos filos
Actinomycetota (3,51%), Bacteroidota (0,53%), Nitrospirota (0,35%),
Acidobacteriota (0,09%), Planctomycetota (0,09%) e Chloroflexota (0,09%).
Além dos taxons bacterianos, arqueias do filo Thermoproteota (2,02%),
sobretudo o género Nitrosotenuis (2,02%), também foram identificadas.

Foram classificadas 65,67% das contigs para AP6 (Figura 25), com
65,34% classificadas para o dominio Bactéria. Dentre o dominio, 56,72%
corresponde ao filo Pseudomonadota. A classe Gammaproteobacteria (53,23%)
predominou com as ordens Burkholderiales (48,92%) e a familia
Burkholderiaceae (45,94%) concentrado na maior parte das leituras,
evidenciando um perfil dominado por géneros aquaticos como Polynucleobacter
(19,57%), com detecgdo da espécie P. tropicus (1,00%). Outros géneros
relevantes incluiram Limnohabitans e  Fluviibacter.  Além  dos
Gammaproteobacteria, foram identificadas pequenas propor¢coes de
Alphaproteobacteria (1,00%) e Actinomycetota (1,0%), incluindo representantes
dos géneros Limnohabitans, Microbacterium e Nanopelagicales.

O ponto AP7 (Figura 26), obteve 75,85% das contigs classificadas, que
apresentou um predominio do filo Pseudomonadota (69,57%), com abundancia
pela classe Gammaproteobacteria (67,63%), ordem Burkholderiales (64,25%) e
familia Burkholderiaceae (59,42%). O género mais abundante foi
Polynucleobacter (27,54%), predominantemente pela espécie P. tropicus
(1,93%).

Além disso, identificou-se a presencga do género Limnohabitans (0,97%).

Dentro da ordem Pseudomonadales, observou-se o género Pseudomonas



85

(0,48%). Outros filos detectados incluiram Actinomycetota (0,48%) e
Microbacteriaceae (0,48%).

A amostra AP8 (Figura 27) apresentou 64,84% para Bacteria, com o filo
Pseudomonadota correspondendo a 57,98% do total, com destaque para a
familia Burkholderiaceae com 47,00%. Que apresentou dois géneros, o grupo
dominante foi Polynucleobacter, com 8,92%, sendo principalmente representado
pela espécie P. tropicus (0,34%; 2 leituras) e Limnohabitans (2,57%). Outros
grupos bacterianos em menores proporgdes incluiram a classe
Alphaproteobacteria (0,51%) e o filo Actinomycetota (0,51%), com 0,17% para
familia Microbacteriaceae.

Ja o ponto AP9 (Figura 28), apresentou um perfil com predominancia
maior de organismos nao classificados (76,66%). O filo Pseudomonadota foi
detectado em 11,46%, com destaque para a ordem Burkholderiales (7,22%) que
apresentou duas familias, Burkholderiaceae (4,92%) com 0,34% para a espécie
P. tropicuse Methylophilaceae (0,82%) com 0,76% para o género
Methylopumilus. Outras ordens estdo a Rhizobiales (0,42%) com o género
Methylocistis (0,25%) e Shingomonadales (0,08%).

O filo Bacteroidota também foi detectado em maior proporgédo comparado
as amostras anteriores, com 3,06%, representado pela classe Bacteroidia
(3,06%) e género Sediminibacterium (2,97%).

Outros filos bacterianos em menor abundancia
incluiram Actinomycetota (0,42%), com a ordem Actinomycetes (0,25%) e
ordem Nanopelagicales (0,25%), e o} filo Verrucomicrobiota (0,34%),
representado pelas ordens Limisphaerales (0,25%) e Chthoniobacterales
(0,08%).

Das 31,01% contigs classificadas para o ponto AP10 (Figura 29), 30,57%
foram do dominio Bacteria que apresentou uma composi¢ao bacteriana com o
filo predominante Pseudomonadota, representando 17,60% do total, com as
classes Gammaproteobacteria (13,21%) e Alphaproteobactria (2,39%).

A ordem mais representativa foi Burkholderiales (11,07%), seguida da
familia Burkholderiaceae com 8,48%. O género predominante foi
Polynucleobacter (2,39%), sendo a espécie P. tropicus detectada em menor
propor¢ao (0,24%). Outros géneros importantes incluiram Limnohabitans
(0,20%) e a familia Methylophilaceae (0,05%).
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O filo Bacteroidota esteve presente em 2,68%, sendo representado pelo
género Sediminibacterium (2,63%). Outro filo bacteriano em menor abundancia
foi o Actinomycetota (0,49%), representados pela classe Actinomycetes (0,24%)
e Acidimicrobiia (0,05%).

Ja para o ponto AP11 (Figura 30), houve predominancia do filo
Pseudomonadota (23,85%), dividido em dois géneros, Limnohabitans (9,82%) e
Polynucleobacter (3,01%), com a espécie P. tropicus (0,34%).

O filo Actinomycetota (0,57%), apresentou duas ordens, Acidimicrobiales
(0,28%) e Nanopelagicales (0,17%), com a familia Nanopelagicaceae (0,17%).
Grupos menos representados incluiram os filos Verrucomicrobiota (0,45%), e
Bacillota (0,06%).

Figura 21: Classificagdo taxondmica da amostra AP1 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22: Classificagao taxonbmica da amostra AP2 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23: Classificacao taxonbmica da amostra AP3 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24: Classificagao taxonémica da amostra AP4 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25: Classificagdo taxondmica da amostra AP6 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 26: Classificagao taxonbmica da amostra AP7 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 27: Classificagdo taxondmica da amostra AP8 pelo Flye.
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Flgura 28: Classificagao taxondmica da amostra AP9 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 29: Classificagéo taxonémica da amostra AP10 pelo Flye.
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Figura 30: Classificagdo taxondmica da amostra AP11 pelo Flye.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.5. Microbioma MEGAHIT

Para obter uma visdo abrangente da diversidade taxondmica presente
nas amostras, os dados metagendémicos foram processados e montados com o
software MEGAHIT. Este montador, otimizado para metagenomas, utiliza uma
estratégia de multiplos k-mers para reconstruir sequéncias genémicas a partir de
leituras curtas de forma eficiente.
(Relatorio_completo_:<https://docs.google.com/spreadsheets/d/1pB_nJM4DVS
eTVEOdiW4n8rjcayfbgJlYuzAiOF0jHUo/edit?usp=sharing>).

Para o ponto AP1 (Figura 31), foram classificados 28,41% das contigs,
sendo 27,27% como Bacteria e 0,21% como Archaea (0,21%). Os principais filos
classificados sao Pseudomonadota (8,39%), Actinomycetota (1,72%),
Chloroflexota (0,30%) e Nitrospirota (0,13%), com géneros relevantes como
Pseudomonas (1,09%), Polynucleobacter (0,26%), Nitrosotenuis (0,20%) e
Microbacterium (0,02%).

No ponto AP2 (Figura 32), 25,77% foram classificadas. Entre as
sequéncias classificadas, 25,02% corresponderam a Bacteria e apenas 0,04% a
Archea. A analise revelou que a composicdo microbiana foi marcada pela
predominancia dos filos Pseudomonadota (8,30%), Actinomycetota (1,69%),

Chloroflexota (0,31%) e Nitrospirota (0,20%). Pseudomonadota se destacou com
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grande abundéncia, principalmente através da classe Gammaproteobacteria
(4,20%) e das ordens Burkholderiales (2,66%) e Pseudomonadales (0,91%).
Alphaproteobacteria (2,43%) também apresentou alta diversidade, distribuindo-
se por ordens como Rhizobiales (0,72%), Reyranellales (0,24%) e
Sphingomonadales (0,05%), com géneros relevantes como Limnohabitans
(0,10%), Polynucleobacter (0,26%) e Reyranella (0,24%). O filo Actinomycetota
(1,69%) apresentou grupos como Actinomycetes (0,70%), Thermoleophilia
(0,26%), Acidimicrobiia (0,14%) e Mycobacteriales (0,11%), evidenciando
diversidade funcional.

Outros grupos bacterianos importantes incluiram Chloroflexota (0,31%),
Nitrospirota (0,20%), Planctomycetota (0,13%) e Verrucomicrobiota (0,17%),
indicando uma comunidade ambiental complexa e funcionalmente diversa.

O ponto AP3 (Figura 33) revelou que 66,79% dos contigs ndo puderam
ser classificados, enquanto 33,21% receberam uma atribuicdo taxondmica.
Dentro da fragao classificada, a comunidade foi composta por Bacteria (31,98%),
e por Archaea (0,05%), representada principalmente pelo género Nitrosotenuis.
O filo mais abundante foi Pseudomonadota (8,40%), distribuido entre as classes
Alphaproteobacteria (3,30%) e Gammaproteobacteria (2,79%), seguido por
Actinomycetota (2,04%).

Também apresentou alta diversidade de filos secundarios em baixa
abundancia, como Chloroflexota (0,32%), Planctomycetota (0,19%) e
Verrucomicrobiota (0,17%). Além disso, foi detectada multiplos géneros que
contém espécies patogénicas oportunistas. Foram identificados contigs
atribuidos aos géneros Pseudomonas (0,42%), Ralstonia e Stenotrophomonas,
além da ordem Enterobacterales. No filo Actinomycetota (2,04%), foi detectado
0 género Mycobacterium (0,05%), e foram encontrados também géneros
frequentemente associados a microbiota humana, como Cutibacterium e
Bifidobacterium.

Para o ponto AP4 (Figura 34), a montagem resultou em 23,8% de contigs
classificados. Composta por 22,9% de Bacteria e 0,37% de Archaea. A estrutura
da comunidade bacteriana seguiu o padrao observado nas outras amostras da
regido, com Pseudomonadota (8,79%) e Actinomycetota (1,61%).

Foram identificados contigs pertencentes aos géneros Pseudomonas,

Burkholderia, Ralstonia, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Aeromonas e
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Legionella. A ordem Enterobacterales, que inclui patbgenos como Escherichia e
Plesiomonas (ambos também detectados) assim como os géneros
Mycobacterium e Prevotella.

A analise da montagem para a amostra AP6 (Figura 35) indicou que
76,3% dos contigs ndo foram classificados, enquanto 23,7% receberam uma
atribuicdo taxondGmica, sendo a quase totalidade pertencente ao dominio
Bacteria (23,2%). O filo Pseudomonadota compés 12,0% do total de contigs
classificados, com a classe Gammaproteobacteria (9,1%) e a ordem
Burkholderiales (7,4%) sendo as mais representativas. O segundo filo mais
abundante foi Actinomycetota (0,41%). Esta amostra também revelou a
presenca de diversos géneros bacterianos de interesse para a saude. Foram
identificados contigs atribuidos aos géneros Pseudomonas, Burkholderia,
Ralstonia e Achromobacter. De forma notavel, foi detectado o género Klebsiella,
um importante patdégeno oportunista pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Adicionalmente, foram encontrados os géneros Mycobacterium e Prevotella.

Para a amostra AP7 (Figura 36), a analise da montagem MEGAHIT
classificou 34,2% dos contigs, deixando 65,8% sem atribuicdo taxonémica. A
comunidade microbiana identificada foi do dominio Bactéria (33,9%). O filo
Pseudomonadota demonstrou uma dominancia, correspondendo a 24,1% do
total de contigs e sendo majoritariamente representado pela classe
Gammaproteobacteria (20,0%) e pela ordem Burkholderiales (17,2%). O
segundo filo mais representativo foi Actinomycetota (0,50%). A triagem por
géneros de relevancia para saude identificou a presenca de Pseudomonas,
Ralstonia, Aeromonas e Herbaspirillum. Notavelmente, foi detectado o género
Serratia, um membro da familia Enterobacteriaceae, e também o género
Mycobacterium.

O ponto AP8 (Figura 37), apresentou um perfil similar as outras amostras
do mesmo rio, com 67,7% dos contigs da montagem nao classificados. Da
porcao classificada (32,3%), a grande maioria foi atribuida ao dominio Bactéria
(32,1%). A comunidade foi dominada pelo filo Pseudomonadota, que
representou 22,9% do total de contigs, com a classe Gammaproteobacteria
(18,4%) e a ordem Burkholderiales (15,9%) sendo os taxons mais abundantes.
O filo Actinomycetota (0,82%) foi o segundo mais representativo. Os géneros de

importancia para a saude foram de Pseudomonas, Burkholderia, Ralstonia e
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Cupriavidus. A ordem Enterobacterales, que inclui diversos patégenos, também
foi detectada. Adicionalmente, foram identificados os géneros Mycobacterium e
Clostridium.

A amostra AP9 (Figura 38), apresentou a maior propor¢ao de sequéncias
nao classificadas, com 89,6% dos contigs da montagem sem correspondéncia
nos bancos de dados. Da fracao classificada (10,4%), foi atribuida ao dominio
Bactéria (10,2%). Diferentemente das outras amostras, a comunidade
bacteriana, embora ainda liderada pelo filo Pseudomonadota (4,9%), mostrou
uma codominancia do filo Bacteroidota (1,25%). Outros filos relevantes incluiram
Verrucomicrobiota (0,26%) e Actinomycetota (0,27%). A analise de géneros com
potencial patogénico identificou a presenca de Pseudomonas, Ralstonia,
Burkholderia, Mycobacterium, Bacillus e Paraclostridium. A ordem Legionellales
também foi detectada.

Para o ponto AP10 (Figura 39), da mesma regido do pogo, apresentou
86,9% de seus contigs nao classificados. Na porgéo classificada o dominio
Bactéria representou 13,10%. O perfil taxondmico mostrou-se um intermediario
entre o pogo (AP9) e as amostras de rios, com o filo Pseudomonadota (6,80%)
sendo o mais abundante, mas aproximado pelo filo Bacteroidota (1,10%), com
destaque para o género Sediminibacterium. O filo Actinomycetota (0,52%) foi o
terceiro mais representativo. Ocorreu mais géneros de importancia clinica nesta
amostra, identificando Pseudomonas, Burkholderia, Ralstonia, Acinetobacter,
Aeromonas, Herbaspirillum, Chryseobacterium e Clostridium. A ordem
Enterobacterales também foi detectada, com a identificacdo dos géneros
Pantoea, Serratia e Enterobacter. Além destes, foram encontrados os géneros
Mycobacterium e Cutibacterium.

Para o ponto AP11 (Figura 40) apresentou 18,0% de seus contigs
classificados. O dominio Bacteria (17,8%) foi predominante. A comunidade
bacteriana foi predominante para o filo Pseudomonadota (11,90%), com a classe
Gammaproteobacteria (9,90%) e a ordem Burkholderiales (9,00%) sendo as
mais abundantes, e os géneros Limnohabitans e Polynucleobacter como o0s
principais representantes. O segundo filo mais relevante foi Actinomycetota
(0,77%). A busca por géneros de interesse clinico identificou a presenga de
Pseudomonas, Burkholderia, Ralstonia, Stenotrophomonas e Herbaspirillum. A

ordem Enterobacterales foi detectada, incluindo o género Pantoea.
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Figura 31: Principais classificagao taxondmica da amostra AP1 pelo MEGAHIT.
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Figura 32: Principais classificagao taxondmica da amostra AP2 pelo MEGAHIT.

Arz 138 ~=Mycobacterium

?\ﬁcinamiba erales
F1—60 MAGs149
SYFI01

22"-'-Amdobec"tem:n'a_159
457k

2% imnocylindrus

3 Armatimonadota 322 CAILQOO1

%0 Bacillota _A 30 Clostridia
Bac:llota C
18 Bacteroidota 1% Bacteroidia

7 Bdellovibrionota

-0 chloroflexia
igé 132pGzz01

~147)BA11236

Cyanobactenota o
IS peinococcota Dewam":c%accct:ema
i; Desulfobacterota

Desulfobacterota_B 12 . . )
134Eisenbac’teria Binatia Nitrospira_D
= Eremiobacterota 134 ;
147 Eibrobacterota 1473 Eeug

%3 Gemmatimonadota 43

g Latescibacterota
Myxococcota

> Myxococcota A

Gemmatimonadetes > 3 gxxKo1

4Reyranella
73 28YEA-48

14 polyangia

>** Nitrospiria

7 Ppatescibacteria — a?t:jal:cl‘cggg
mycetota — Y
223—"9P'4k "“‘wy\_:—‘:;yuspbé — } st
hcthyeetua -

2| imnohabitans
Polynucleobacte
9 o RFPIOL

228k
Pseudomonadales .Pseudomonas_E

HlThefmoproteow—&Nrtrososphaena LiiNitrososphaerales 128 Nitrosotenuis

**%\ierrucomicrobiae mepttutales— 139 cAlvFDOL

P C O G
Name Number of raw Classified Unclassified Bacterial reads Archaeal reads
reads reads reads
AP2 tabular 25,77% 25,02% 0,04%

Fonte: Elaborado pelo autor.



97

Figura 33: Principais classificagao taxondmica da amostra AP3 pelo MEGAHIT.
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Figura 34: Principais classificagado taxondmica da amostra AP4 pelo MEGAHIT.
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Figura 35: Principais classificagao taxondmica da amostra AP6 pelo MEGAHIT.
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Figura 36: Principais classificagao taxondmica da amostra AP7 pelo MEGAHIT.
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Figura 37: Principais classificagao taxondmica da amostra AP8 pelo MEGAHIT.
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Figura 38: Principais classificagao taxondmica da amostra AP9 pelo MEGAHIT.
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Figura 39: Principais classificagao taxonémica da amostra AP10 pelo MEGAHIT.
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Figura 40: Principais classificagao taxonémica da amostra AP11 pelo MEGAHIT.
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6.2.6. Montagem Flye vs MEGAHIT

A montagem realizada com o Flye, ferramenta desenvolvida para long
reads, apresentou resultados evidenciando maior contiguidade e continuidade
das sequéncias, como apresentado pelos baixos numeros de contigs e maiores
valores de N50 e auN nas amostras avaliadas. Amostras consideradas
complexas, devido ao numero de microrganismos diferentes, necessita de
abordagens que consiga montar contigs completas, menos fragmentadas e com
maior contiguidade. O modo metaFlye, utilizado pelo Flye, proporciona
resultados eficazes para a reconstrugdo genémica, gerando assemblers de longs
reads com organismos em maior abundancia (Kolmogorov et al., 2020; Lapidus;
Korobeynikov, 2021).

Ademais, a auséncia de bases indefinidas (Ns) nas montagens demonstra
qualidade no consenso da sequéncia e a eficiéncia do processo para correcao
de erros tipicos do sequenciamento Nanopore. No entanto, € importante
destacar que dados de long reads apresentam maior taxa de erro intrinseca em
comparagao com dados de short reads (error rates entre 5-15%), o que pode
impactar diretamente na qualidade do assembly e pode levar a artefatos, como
contigs quiméricos, principalmente em regides de alta complexidade e
heterogeneidade (Goussarov et al., 2024).

Por outro lado, o MEGAHIT foi projetado para montagem eficiente de
dados de short reads e apresentou montagens com maior fragmentacgéao,
evidenciada pelo maior numero de contigs e menores valores de N50.

O MEGAHIT maximiza a recuperagao da diversidade microbiana mesmo
em comunidades altamente complexas, o que resulta em montagens mais
fragmentadas, porém com representatividade dos taxons presentes (Li et al.,
2015; Yang et al., 2021).

Apesar da fragmentacdo, os resultados taxonédmicos do MEGAHIT
mostraram concordancia com os obtidos pela montagem do Flye no que diz
respeito aos taxons dominantes nas amostras ambientais, como o filo
Pseudomonadota e os géneros Polynucleobacter, Pseudomonas e outros
integrantes das classes Alphaproteobacteria € Gammaproteobacteria. Além
disso, o MEGAHIT conseguiu detectar uma maior diversidade de taxons distintos

e fragmentados, que, embora em baixa proporgéo, contribuem para o panorama
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completo da comunidade microbiana e podem representar diversidade funcional
relevante.

A similaridade relativa entre os resultados taxonémicos dominantes indica
que ambos os meétodos sdo eficazes para a caracterizagdo ecoldgica das
comunidades. O Flye apresenta montagens precisas com longas contigs, porém
descartou diversas reads. Ja o MEGAHIT acrescenta informacgdes
complementares importantes sobre o pool e a complexidade da comunidade.
Essa complementaridade tem sido reconhecida em analises comparativas
recentes de montagem metagenémica, recomendando a utilizagdo conjunta de
assemblers para obter uma representacdo mais abrangente (Han et al., 2025;
Zhang et al., 2024).

Estudos metagendmicos demonstrando o papel ativo das comunidades
na ciclagem biogeoquimica e reciclagem de nutrientes nos rios amazénicos tém
reportado uma rica diversidade microbiana dominada por taxons similares aos
observados neste trabalho, como Pseudomonadota, Actinomycetota e arqueias
nitrificantes do filo Thermoproteota (Ramos et al., 2024; Ghai et al., 2011). A
presenga desses grupos em alta abundancia consolida a atuagcdo das
ferramentas para detecgado de microrganismos presentes nas amostras. Os filos
detectados frequentemente dominam a comunidade bacteriana devido a sua

vasta diversidade metabdlica (Ghai et al., 2011).

6.2.7. Resistoma

Apods a montagem dos dados metagenédmicos com Flye e MEGAHIT, as
amostras foram submetidas a analise para detecgédo de genes de resisténcia a
antimicrobianos utilizando os bancos de dados NCBI-BARRGD, ResFinder e
CARD (Tabela 18).
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Tabela 18: Analise do resistoma.

NCBI - BARRGD ResFinder CARD
Flye MEGAHIT Flye MEGAHIT Flye MEGAHIT

Pontos

AP1 - - -
AP2 blaOXAB0 - blaOXAB0 blaOXAB0
AP3 - - - - - -
AP4 - - - - - -
AP6 - - - - - -
AP7 - - - - - -
AP8 - - - - -
AP9 - - - RbpA - RbpA
AP10 - - - - -
AP11 - - - - - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise revelou a presenca de genes de RAM em duas amostras: AP2
e AP9 (Tabela 19). Em AP2, o gene blaOXA-60, associado a resisténcia a
antibioticos betalactdmicos, foi detectado na montagem MEGAHIT. Esse gene
esta relacionado a producao de betalactamase do tipo oxacilinase, que confere
resisténcia a cefalosporinas e carbapenémicos (Alam et al., 2018; Ibrahim et al.,
2021; Flores et al., 2016). A contig k141_18965 que apresentou o gene, foi
atribuida a espécie Ralstonia pickettii pelo Blast no NCBI.

A ocorréncia dessa espécie foi relatada em aguas na regido do bioma
amazobnico, associado a sua capacidade de sintetizar compostos como poli-
hidroxialcanoato (Castro et al., 2021). Embora nao tenha sido encontrado
trabalhos relacionando o gene especifico ocorrendo na espécie em regides do
bioma amazbnico, ha relatos sobre a resisténcia a carbapenémicos por R.
pickettii e outras espécies (Dos Santos et al., 2024). Além disso, Tejera e
colaboradores (2016) relataram dois casos ocorridos no Brasil por infeccao de
R. pickettii resistente em humanos, com a presenca de duas betalactamases,
blaOXA-60 e blaOXA-22.

Na amostra AP9, o gene RbpA, implicado na resisténcia a rifampicina, foi
identificado exclusivamente na montagem MEGAHIT, relacionado a contigs
atribuidos ao género Mycolicibacterium. RbpA é uma proteina associada a
modulacdo da RNA polimerase e tem sido descrita como um mecanismo
relevante de resisténcia em micobactérias ambientais e patogénicas (Ge et al.,
2012; Alraey et al., 2025).
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A classificacdo do género Mycolicibacterium é recente e possui uma
divergéncia taxondmica, sendo considerado sinbnimo do género Mycobacterium
(Gupta; Brian; Son, 2018). Existe ocorréncia desses géneros associados a
microbiota de animais presentes no rio Amazonas, como encontrado em
Serrasalmus rhombeus, espécie de piranha endémica da bacia amazonica (Da
Silva et al., 2024) ou infecgdes de espécies ocorrida em bovinos e bufalos
presentes na regiao do Amazonas e Para (Carneiro et al., 2020).

A deteccdo do gene blaOXA-60 em R. pickettii no ponto AP2, e do gene
RbpA no género Mycolicibacterium no AP9, ilustra como esses genes circulam
em espécies ambientais resistentes e a presenga em ambientes aquaticos pode
indicar o potencial de se tornar reservatérios e pontos criticos para a evolugao e
dispersao de RAM.

O ponto AP2 correspondente ao lgarapé Fortaleza, Santana - AP, esta
localizado em uma area comercial intensamente movimentada, conectada
diretamente ao rio Amazonas, com intenso trafego de embarcacdes e atividades
de comércio fluvial, o que pode favorecer a entrada e recirculacido de
microrganismos resistentes provenientes de multiplas fontes. Em contraste, o
ponto AP9 é um pocgo do Rio Maraca-Pacu, Mazagao Velho — AP, e situa-se em
uma area conservada e com baixo impacto humano, onde a detecg¢ao de genes
como RbpA pode estar relacionada a resisténcia natural de bactérias ambientais
ou o contato com animais silvestres.

A auséncia de detecgdo de genes de RAM nas montagens Flye pode
indicar a perda de reads durante a formacdo das contigs que dificultou a
detecgdo de genes presente nas porg¢des fragmentadas, além da prépria menor
profundidade de montagem em certos niveis de resolugéo (Li et al., 2021). Por
outro lado, o MEGAHIT, apesar de gerar montagens fragmentadas foi capaz de
apresentar uma maior diversidade de genomas, incluindo genes de resisténcia,
demonstrando a importancia da utilizacdo de assemblers complementares para
caracterizagao abrangente do microbioma e resistoma em amostras ambientais
complexas (Zhang et al., 2024).

Por outro lado, a baixa presenca dos genes de RAM identificados pode
refletir boas condigdes ambientais ou baixa pressao seletiva por antimicrobianos
nas areas de levantamento, mas também reforca a necessidade de

monitoramento continuo, visto o potencial impacto desses genes em
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ecossistemas aquaticos e na saude publica, especialmente considerando a
disseminagao global da resisténcia a antibiéticos (Lupo et al., 2021; Chen et al.,
2023). Ainda assim, nao elimina o risco potencial associado a disseminacao
desses genes pela agua, que pode atingir diversos nichos e populagdes,
humanos e animais, conforme enfatizado pela abordagem Uma Sé Saude
(Resende; Silva; Diniz, 2020).

Nesse contexto, a maneira como as comunidades ribeirinhas utilizam os
corpos hidricos, intensifica o potencial impacto da circulagédo de genes de RAM,
ja que os rios, igarapés e pogos sao empregados cotidianamente para consumo,
higiene, pesca, transporte e outras atividades essenciais a subsisténcia local. A
dependéncia direta desses ambientes aquaticos, muitas vezes em cenarios de
déficit de saneamento basico e vulnerabilidade hidrica, aumenta a exposicao
humana a microrganismos resistentes e refor¢a a necessidade de estratégias de
monitoramento e gestao que integrem as dimensdes socioambientais e de saude
publica corroborando com a abordagem Uma S¢é Saude.

Essa interagdo entre uso humano do territério e circulagdo de
microrganismos resistentes também é observada em cadeias produtivas animais
na regiao amazonica. No Amapa, Creado (2025) demonstrou elevada ocorréncia
de enfermidades zoonoéticas, como tuberculose e brucelose, em bovideos
abatidos sob inspecado estadual, evidenciando falhas sanitarias estruturais ao
longo da cadeia produtiva pecuaria. Considerando que a criagado extensiva de
bovinos e bubalinos na Amazénia frequentemente ocorre em areas ribeirinhas,
com acesso direto a cursos d’agua utilizados simultaneamente por comunidades
humanas e animais, esses sistemas podem se tornar pontos criticos de interface
entre saude animal, ambiental e humana. A circulagdo de agentes zoondticos
em rebanhos, associada ao descarte inadequado de residuos organicos e
efluentes, pode contribuir para a introducdo de microrganismos e genes de
resisténcia em ambientes aquaticos compartilhados. Assim, os achados de
Creéo (2025) reforgam que problemas sanitarios na produgédo animal ndo devem
ser analisados de forma isolada, mas integrados a dindmica socioambiental
local, pois a agua atua como vetor de conexdo entre atividades pecuarias,
populagdes ribeirinhas e ecossistemas naturais, ampliando o risco de

disseminagao de patégenos e genes de RAM nesses ambientes.



Tabela 19: Analise dos resistomas das amostras AP2 e AP9.
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Numero Banco de . % de % de
Ponto Contig Dados Start End Fita Gene GAPS cobertura  identidade Acesso
NCBI
AP2 K141_1 CARD 1067 1880 + blaOXA- 10/12 99,14 97,32 NG_049800.1
8965 . 60
ResFinder
k141 1 CARD _
AP9 38929  ResFinder 420 755 - RbpA 11/12 95,94 83,38 HQ203032:0-345
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 20: BLAST NCBI das contigs e perfil de resisténcia dos genes do ponto AP2 e AP9.
Numero Identificagcao taxonémica por BLAST  en
Ponto Contig NCBI (% identidade) Acesso Gene Resisténcia
AP2 k141 18965 Ralstonia pickettii (95,25%) AF525303.2 blaOXA-60 gefa'os'o‘i””.as;
arbapenémicos
AP9 k141 138929 Mycolicibacterium (78,86%) CP050192.1 RbpA Rifamicina

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7. CONCLUSAO

Através do desenvolvimento, testes e aplicacdo de pipelines de
bioinformatica, foi possivel realizar a analise do microbioma e resistoma em
corpos hidricos, utilizando dois montadores distintos (Flye e MEGAHIT). A
aplicacdo dos pipelines, principalmente do Flye, demonstrou a eficacia de
caracterizar a diversidade microbiana.

A identificagdo de bactérias com potencial patogénico, como membros
dos géneros Pseudomonas, Burkholderia, Mycobacterium, e Ralstonia, reforga
a presenga de agentes que podem representar riscos ambientais e a saude
publica nos corpos hidricos estudados.

A analise do resistoma evidenciou a presencga de genes de resisténcia a
antimicrobianos, tanto para as amostras piloto quanto para as amostras
principais, sendo os genes blaOXA-60 e RbpA, localizados em montagens feitas
pelo MEGAHIT. A auséncia dessas detec¢cdes em montagens Flye sugere que
estratégias complementares de montagem sao importantes para a captura
precisa dos genes de RAM, incluindo aqueles em baixa abundancia ou em
fragmentos.

Os genes encontrados em microrganismos ambientais, reforgca a
importancia de monitorar toda a biodiversidade presente no ecossistema, uma

vez que pode ocorrer a disseminagao de genes via elementos genéticos moveis.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A presenga de elementos genéticos moveis associados a resisténcia
ainda demanda investigagcdo mais aprofundada. Os resultados obtidos neste
trabalho indicam que tais elementos podem desempenhar papel relevante
na persisténcia e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana em matrizes
aquaticas, abordagens mais aprofundadas s&o necessarias para compreender

seus mecanismos de mobilidade e transferéncia horizontal.
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Os pipelines desenvolvidos mostraram-se eficazes nas analises-piloto,
demonstrando potencial para aplicagcdo em diferentes contextos ambientais. As
amostras-piloto analisadas validaram o desempenho das ferramentas utilizadas,
evidenciando a consisténcia dos resultados metagenémicos e a capacidade do
método em detectar genes de resisténcia com alta sensibilidade.

Como continuidade deste estudo, pretende-se reprocessar os sinais
brutos gerados pelo sequenciador MinlON Mk1C (formato PODS5)
utilizando diferentes programas de basecalling, a fim de aprimorar a qualidade
dos dados e reanalisar as amostras por meio dos pipelines desenvolvidos. Essa
etapa permitira verificar a reprodutibilidade dos resultados e aprimorar a acuracia
das analises.

Além disso, acomplementacdo e otimizacdo dos pipelines de
bioinformatica sdo etapas fundamentais nas analises metagenémicas.
Processos de montagem exigem calibragao criteriosa de parametros, de modo
a minimizar vieses e evitar a geragao de contigs quimeéricos. Para alcangar maior
confiabilidade nos resultados, recomenda-se uma investigagédo aprofundada dos
metadados, permitindo o rastreamento de potenciais fontes de erro e a

interpretacédo contextualizada da variabilidade ambiental observada.
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APENDICE

Apéndice 01: Folder desenvolvido para a metodologia 5.6 do trabalho.
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Apéndice 02: Panfleto desenvolvido para a metodologia 5.6 do trabalho.
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