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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é um desafio crescente a salde publica global, associada a
aproximadamente 4,95 milhdes de mortes anuais. Evidéncias sugerem que a emergéncia de clones
bacterianos de alto risco pode estar relacionada a transferéncia horizontal de genes mediada por
profagos. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo caracterizar genomicamente profagos
integrados aos clones de alto risco de Enterobacter spp., Escherichia coli e Klebsiella spp. Foram
utilizadas 57 enterobactérias multidroga resistentes, isolando profagos completos e questionaveis,
e avaliando similaridade, classificacdo taxonémica, anotacdo funcional, predicdo de hospedeiro e
ciclo de vida através de ferramentas de bioinformatica. 242 profagos foram identificados,
organizados em 21 agrupamentos filogenéticos distintos, com predominancia do ciclo lisogénico,
diversidade genética elevada e baixa similaridade com fagos em bancos de dados, sugerindo
sequéncias inéditas. A maioria apresentava tamanho moderado, conteldo guanina-citosina estavel
e predominio de proteinas de montagem viral, infeccdo do hospedeiro, lise celular e hipotéticas.
Ocorreram 50 genes associados a resisténcia e fatores de viruléncia, incluindo NDM-1, AAC(6°)-1b7,
sull, ogxAB, emrE e mdfA, ligados a bombas de efluxo e enzimas inativadoras. Dentre os fatores de
viruléncia, destacaram-se o sistema de secrec¢ao tipo VI, pilus comum de Escherichia coli e elementos
flagelares, com indicios de disseminacdo de operons via profagos. Conclui-se que profagos
desempenham um papel central na evolug¢dao bacteriana, atuando como vetores de inovagao
genética que ampliam a adaptabilidade, a patogenicidade e o potencial de resisténcia das
enterobactérias frente as pressdes seletivas, reforcando a importancia da caracterizacdao de profagos
como ferramenta complementar no combate a resisténcia a antibidticos.

PALAVRAS-CHAVE: Profagos; Caracterizacdo gendmica; Clones de alto risco; Enterobactérias
multidroga resistentes.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a growing global public health challenge, associated with approximately
4.95 million deaths annually. Evidence suggests that the emergence of high-risk bacterial clones may
be linked to horizontal gene transfer mediated by prophages. In this context, the aim of this study
was to genomically characterize prophages integrated into high-risk clones of Enterobacter spp.,
Escherichia coli, and Klebsiella spp. 57 multidrug-resistant Enterobacteriaceae were analyzed,
isolating complete and questionable prophages and evaluating their similarity, taxonomic
classification, functional annotation, host prediction, and life cycle using bioinformatics tools. A total
of 242 prophages were identified and organized into 21 distinct phylogenetic clusters, with a
predominance of the lysogenic cycle, high genetic diversity, and low similarity to phages available in
databases, suggesting novel sequences. Most prophages exhibited moderate genome size, stable
guanine-cytosine content, and predominantly encoded proteins related to viral assembly, host
infection, cell lysis, and hypothetical functions. 50 genes associated with antimicrobial resistance
and virulence factors were identified, including NDM-1, AAC(6°)-1b7, sull, ogxAB, emrE, and mdfA,
which are linked to efflux pumps and inactivating enzymes. Among the virulence factors, genes
related to the type VI secretion system, the common pilus of Escherichia coli, and flagellar elements
were prominent, with evidence suggesting the dissemination of operons via prophages. In
conclusion, prophages play a central role in bacterial evolution, acting as vectors of genetic
innovation that enhance the adaptability, pathogenicity, and resistance potential of
Enterobacteriaceae under selective pressures, underscoring the importance of prophage
characterization as a complementary tool in the fight against antibiotic resistance.

KEYWORDS: Prophages; Genomic characterization; High-risk clones; Multidrug-resistant
Enterobacteriaceae.



INTRODUCAO

Bacteridfagos, ou simplesmente fagos, sdo as entidades biologicamente mais abundantes na
biosfera, estes virus ubiquitdrios sdo capazes de infectar bactérias ou arqueias, utilizando o
metabolismo dos hospedeiros para sua replicacdo. Assim como para outros tipos de virus, os
bacteriéfagos podem possuir DNA ou RNA como material genético, podendo ser de fita simples ou
dupla, com comprimento entre aproximadamente 5 e 500.000 kbp, estando contidos em capsideos
de formato icosaédrico, helicoidal, pleomdrfico ou conectados a uma cauda (Figura 1). Contudo,
apesar da diversidade morfoldgica, os mais abundantes sdo os fagos caudados com DNA de dupla
fita, classificados atualmente na classe Caudoviricetes?3. Em 2021, o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) prop6s a abolicdo da ordem Caudovirales e das familias Myoviridae,
Siphoviridae e Podoviridae, instituindo uma nova classificacdo baseada em identidade genomica,
sendo necessdrio compartilhar genes ortélogos para uma mesma familia, com alinhamento entre
nucleotideos >70% para o nivel de género, e similaridade de sequéncia >95% para a classificacdo
como uma mesma espécie. Todavia, os fagos ainda estdo sendo reclassificados, e ainda pode-se

”

utilizar os termos “miovirus”, “sifovirus” e “podovirus” como identificadores morfolégicos®*.
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Figura 1. Diversidade de bacteriéfagos com base no tipo de material genético e morfologia. Para
cada identificador morfolégico hd um fago representativo entre parénteses. Adaptado de Ofir e

Sorek (2018)°.



Os ciclos de vida litico e lisogénico sdo os mais amplamente descritos para bacteriéfagos
caudados® (Figura 2). Apds a interagdo fago-receptor, um processo altamente especifico e seletivo,
ocorre a injecdo do material genético no citoplasma bacteriano, através da formagdo de um canal
ou poro na membrana. Uma vez no interior da célula, o material pode ser utilizado para replicagcdo
e montagem de progénies virais, além da sintese de proteinas de lise, ocasionando a degradagdo da
membrana e parede celular bacteriana, e consequente liberagdo de toda a numerosa progénie
madura, sendo este o estado litico”®°. Alternativamente, pode ocorrer inser¢do no cromossomo
bacteriano, e, em alguns casos, em plasmideos, permanecendo integrado sob a forma de profago
(ciclo lisogénico). Neste estado de lisogenia, o genoma viral é replicado simultaneamente ao do
hospedeiro, possibilitando a transferéncia do material genético fagico para todos os descendentes
bacterianos'®. Profagos utilizam repressores para inibir a expressdo de genes liticos a fim de
permanecerem latentes, até que ocorra uma situacdo de intenso dano ao DNA da bactéria,
promovendo o desligamento do repressor, e inducdo da transi¢cdo para o ciclo litico!!. A lisogenia
promove imunidade a superinfeccdes por outros fagos filogeneticamente semelhantes, através da

transferéncia horizontal de genes de resisténcia a bacteriéfagos para o hospedeiro bacteriano®®.
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Figura 2. Uma visdo geral acerca do ciclo litico (A) e lisogénico (B) na infeccdo por bacteridfagos.

Adaptado de Konieczka e Wolyniak (2022)*2.

Os fagos foram descritos pela primeira vez em 1915 e 1917 frente as observac¢des de

Frederick Twort!3 e Félix d’'Hérelle!?, e apesar de terem sido conduzidos estudos iniciais de aplicacdo



terapéuticas, as pesquisas desaceleraram apds o advento da penicilina e subsequente ascensdo do
uso de antibidticos'®. Entretanto, atualmente, o nimero de casos de resisténcia antimicrobiana
(RAM) tem crescido alarmantemente, com uma estimativa de 4,95 milhGes de mortes por ano
associadas a resisténcia aos antibioticos, afetando principalmente populagées de paises de baixa e
média renda. Além disso, sem o desenvolvimento de novas terapias eficazes, hd uma projecdo que
até 2050, o numero de mortes anuais possa alcancar 10 milhdes!®!’. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) categoriza as bactérias em grupos de prioridade critica, alta e média, de acordo com a
urgéncia de pesquisas e desenvolvimento, devido ao seu grande impacto para a saude publica global
na resisténcia antimicrobiana. Em 2024, foi divulgada a atualizacdo da Lista de Patégenos
Bacterianos Prioritarios da OMS (OMS BPPL)8, evidenciando 15 familias, com destaque para o grupo
critico, que compreende as enterobactérias multidroga resistentes. E neste cendrio de crescimento
da resisténcia antimicrobiana que as pesquisas utilizando bacteriéfagos ascenderam novamente em
todo o mundo®®. Contudo, embora os esforcos estejam principalmente concentrados no estudo de
fagos liticos, inUmeras evidéncias demonstram o papel de profagos sob o predominio de cepas
bacterianas com vantagens evolutivas, pois estdo inseridos em regiées que codificam proteinas
associadas a viruléncia e promovem a transferéncia horizontal de genes de resisténcia a
antibidticos?°. E descrito que estirpes patogénicas bacterianas carregam um ndmero maior de
profagos em comparacdo as ndo patogénicas?'?2. Foi demonstrado que Staphylococcus aureus,
Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Escherichia coli suscetiveis aos antibidticos se tornaram
resistentes ao integrarem profagos transdutores generalizados?3. Assim como, observou-se que
fagos lisogénicos sdo capazes de mediar a transducdo de resisténcia a estreptomicina entre
linhagens de Streptococcus pyogenes?*. Também foi descrito que, em regides contendo profagos, ha
genes que codificam para as subunidades Stx1 e Stx2 da toxina Shiga em E. coli*>, bem como, a toxina
da célera em Vibrio cholerae?®, toxina diftérica em Corynebacterium diptheriae®’, e ainda, contribui
para a formacdo de biofilme, producdo de citotoxinas, resisténcia a fagocitose e aumento da adesao
as células epiteliais humanas em Pseudomonas aeruginosa®®.

A RAM é uma causa crescente de morbidade e mortalidade em paises de baixa e média
renda, portanto, a concentracdo de estudos voltados para novas alternativas terapéuticas é cada vez
mais necessaria?. E crucial elucidar o papel dos profagos nesta ascens3o evolutiva, evidenciado pelo
desenvolvimento de vantagens por parte dos clones de alto risco que os carregam?3°. Estes fatores
destacam a necessidade de compreender melhor as interacdes evolutivas entre fagos e bactérias,

evidenciando uma provavel relacdo mutualistica que deve ser explorada e caracterizada, como meio



de encontrar respostas para lacunas que ainda precisam ser preenchidas nos avancos da terapia
fagica. Além disso, frente ao advento recente da reclassificagdo taxon6mica de bacteriéfagos
baseada em similaridade genética, é evidente a demanda de estudos voltados para caracterizacao
gendmica, principalmente de profagos que estdao constantemente interagindo com os genomas dos
hospedeiros bacterianos. E ainda, sdo escassos os trabalhos envolvendo especificamente a
caracterizacdao de profagos em clones de alto risco de enterobactérias multidroga resistentes. Com
base na problematica evidenciada e considerando o grupo critico da Lista de Patdgenos Prioritarios
Bacterianos da OMS de 2024, este trabalho tem como objetivo realizar uma analise gendmica de
profagos identificados em clones bacterianos multidroga resistentes de Enterobacter spp., E. coli e
Klebsiella spp., isolados em paises de baixa e média renda, com enfoque em determinar as
caracteristicas gendmicas da colecdo de bacteriéfagos, investigar a diversidade nos diferentes clones
de alto risco analisados e efetuar curadoria dos genes e respectivas proteinas produzidas, visando

auxiliar na compreensao do papel dos fagos na evolugdo e disseminagao de clones de alto risco.

METODO

Para o presente projeto foram selecionados 57 isolados bacterianos advindos de trés estudos
gue abordam a caracterizacdo gendmica de bactérias Gram-negativas multidroga resistentes
oriundas de infeccdes da corrente sanguinea ou isoladas da microbiota de habitantes e animais de
paises de baixa e média renda33?33, com predominio de isolados advindos de estudo do grupo
Burden of Antibiotic Resistance in Neonates from Developing Societies (BARNARDS)3*. Todos os
isolados foram previamente sequenciados pela metodologia lllumina (short reads), sendo cada read
trimada e alinhada para formar os contigs do genoma bacteriano. Para a realizacdo deste estudo,
sequéncias de nucleotideos no formato FASTA (.fasta) foram obtidas através de download no banco
de dados Genbank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/)>>.

A selecdo dos clones bacterianos seguiu como critério o perfil clonal de géneros
representativos da familia Enterobacteriaceae que possuiam o fenétipo e gendtipo de multidroga
resisténcia, sendo selecionados isolados de Enterobacter spp. (n=19), E. coli (n=14) e Klebsiella spp.
(n=24), em diferentes paises de baixa e média renda (Figura 3). As informacGes acerca de cada

isolado podem ser verificadas no Anexo 1.


https://1drv.ms/x/s!Agt6937ebKPm6H2uX5Aje_2onvjf?e=XCg3cC
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Figura 3. Distribuicdo dos 57 isolados bacterianos provenientes de diferentes paises de baixa e média

renda. Figura criada com MapChart (https://www.mapchart.net/)3®.

Cada um dos genomas bacterianos foi submetido a plataforma Phage Search Tool with

Enhanced Sequence Translation (PHASTEST - https://phastest.ca/)?’, a fim de identificar a sequéncia

de cada profago inserido no genoma bacteriano. Como critério de inclusdo no estudo, foram
utilizados apenas os fagos classificados como “completos” e “questionaveis”, aqueles classificados
como “incompletos” ndo passaram para as proximas etapas, considerando os critérios de pontuagdo
da plataforma (Figura 4). As sequéncias intactas e questionaveis foram copiadas, convertidas ao
formato FASTA e renomeadas seguindo o padrdo: Prophage + numeracao (de acordo com a ordem

crescente em que foram identificadas no genoma) + identificacdo do clone bacteriano.


https://phastest.ca/

= Meétodo 1: Se o tamanho de determinado organismo fagico na tabela NCBI virus for
maior ou igual a 100% do numero total de regides codificadoras (CDS) da regido
alinhada no genoma bacteriano, a regiao sera marcada com pontuagéo total de 150.
Se for menor que 100%, os métodos 2 e 3 serao usados.

= Meétodo 2: Se o tamanho de determinado organismo da tabela for maior que 50%
do numero total de CDS da regido, esse organismo € considerado o principal fago
potencial para essa regiao; a porcentagem do tamanho do fago nesta tabela pelo
numero total de proteinas da regido € calculada e entdo multiplicada por 100; a
porcentagem do comprimento desse organismo pelo comprimento da regiao é
calculada e entdo multiplicada por 50.

= Meétodo 3: Se qualquer uma das palavras-chave especificas relacionadas ao fago
(como 'capsideo’, 'cabeca', 'integrase', 'placa’, 'cauda’, ‘fibra', 'revestimento’,
‘transposase’, 'portal’, 'terminase’, 'protease' ou 'lisina') estiver presente, a
pontuagao sera aumentada em 10 para cada palavra-chave encontrada. Se o
tamanho da regidao for maior que 30 Kb, a pontuagdo sera aumentada em 10. Se
houver pelo menos 40 proteinas na regido, a pontuagéo sera aumentada em 10. Se
todas as proteinas relacionadas ao fago e proteinas hipotéticas constituirem mais
de 70% do numero total de proteinas na regido, a pontuagéo sera aumentada em
10.

Comparando a pontuacao total do método 2 com a pontuacgao total do método 3, a maior

€ escolhida como a pontuagao total da regiao.

Se a pontuacao total da regido for inferior a 70, ela € marcada como incompleta; se estiver
entre 70 e 90, ela € marcada como questionavel; se for superior a 90, ela € marcada como

intacta.

Figura 4. Critérios para pontuacdo de regidoes pressupostas de profago como intactas, questionaveis

ou incompletas. Adaptado de PHASTEST?’.

Devido ao grande numero de bacteriéfagos identificados, procedeu-se o alinhamento
multiplo de sequéncias por meio do plugin MAFFT v7 no software Geneious Prime® v2025.1.2,
gerando a quantificacdo de similaridade entre os fagos através do valor de Average Nucleotide
Identity (ANI). Os dados foram organizados em matriz dot plot, além de serem utilizados para
construcdo de arvore filogenética pelo método Neighbor-Joining através do modelo de distancia
genética Jukes-Cantor com 100 repeticGes bootstrap. O resultado obtido foi visualizado e anotado
por meio da ferramenta online Interative Tree of Life v7 (iTOL - https://itol.embl.de/)38.

A classificacdo taxondmica foi conduzida seguindo os critérios do ICTV?, considerando
ortologia de genes para uma mesma familia, alinhamento >70% para o nivel de género e >295% para

mesma espécie. Para tal, utilizou-se o servidor taxMyPhage (https://ptax.ku.dk/)3?,que compara a



sequéncia submetida ao banco de dados do ICTV (https://ictv.global/msl)*, havendo
complementagao da analise utilizando a ferramenta BLAST®
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)** com pardmetros padrdo para megablast, obtendo
alinhamento ao banco de dados NCBI®®.

Os arquivos FASTA foram utilizados para todas as etapas de caracterizacdo dos profagos,
sendo que cada parametro era avaliado em no minimo duas diferentes plataformas para
confirmacdo do dado gerado. Ndo havendo congruéncia entre os dados, plataformas adicionais era
utilizadas como contraprova. Para obtengao do tamanho dos genomas em pares de base (bp) e o
contetdo de guanina+citosina (GC%), utilizou-se a plataforma baseada em inteligéncia artificial

PhageAl (https://app.phage.ai/)**> e confirmacdo por meio do servidor PhaBOX

(https://phage.ee.cityu.edu.hk/phabox)*. O médulo PhaVIP em PhaBOX em conjunto ao médulo

ORFs prediction and protein classification, do banco de dados interativo PhageScope
(https://phagescope.deepomics.org/)** geraram a predicdo da quantidade de genes, além da
anotacdo e classificacdo das proteinas em classes funcionais: tRNA, integracdo; imunidade;
regulacao; lise; empacotamento; replicagdo; montagem; infeccao, proteinas hipotéticas e proteinas
sem classificacdo. O médulo de predicdo de PhageScope utiliza Prodigal v2.6.3 para identificacdo de
open reading frames (ORFs) e atribuicdo de ortologia com Eggnog-mapper v2.1.10 e DIAMOND
v2.1.11 transferindo as anotacdes para as sequéncias codificadoras, e ainda, para aquelas sem
resultado satisfatdrio, emprega-se o método de homologia com MMseqs2 a partir do banco de
dados PHROG. MMseqs2 também foi empregado para buscar homologia aos genes de resisténcia a
antibioticos descritos em Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD -
https://card.mcmaster.ca/)*> e fatores de viruléncia de Virulence Factor Database (VFDB -
https://www.mgc.ac.cn/VFs/)*®, considerando identidade >80% e cobertura >40%.

A partir da selecdo de um fago representativo para cada género de bactérias, sendo
completo, de tamanho, conteido GC e nimero de genes moderados, foi gerado o arquivo GBK (.gbk)
através de Pharokka v1.7.0%’, sendo utilizados para gerar os mapas genémicos por meio de LoVis4u
v0.0.12%8, um software que se baseia na utilizacdo de MMseqs2 para atribuir homologia entre
proteinas, gerando uma analise comparativa entre os genomas submetidos.

A ferramenta CHERRY parte integrante de PhaBOX?*, elencou o provavel hospedeiro para
cada bacteriéfago submetido, sendo confirmado pelo médulo host assignment de PhageScope*?,
baseado em alinhamento BLASTN v2.5.0, considerando o menor e-value abaixo do limiar 1e-5, com

emprego de DeepHost sob a auséncia de hit via BLASTN.


https://app.phage.ai/
https://phage.ee.cityu.edu.hk/phabox
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Para previsdo de predilecdo de ciclo de vida, as sequéncias FASTA foram submetidas a cinco
plataformas, tendo sido elencadas as mais usuais para esta finalidade: PhageAl*°, Phageleads
(https://phageleads.dk/)*°, BACPHLIP v0.9.3°°, PhaBOX*° e PhageScope®*!. As classificacdes como
litico ou lisogénico foram anotadas, bem como casos em que nao houve classificacdo da sequéncia
submetida. Em caso de incongruéncias entre as plataformas, levou-se em consideracdo o maior
numero de uma mesma classificagdo, bem como, a presenca de genes no fago relacionados a
lisogenia, como de integracao, tRNA e prevencdo de superinfeccdo por outros fagos.

Todos os dados gerados foram tabulados, sendo que a andlise e apresentagao desses dados
foi realizada através de estatistica descritiva e a correlagdo entre varidveis analisada por meio do
método de Pearson. As andlises estatisticas foram performadas utilizando o software GraphPad

Prism v8.0.1.
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RESULTADOS
1. Distribuicao de bacteriéfagos integrados aos genomas de clones de alto risco

Ao todo, foram identificados 504 profagos nos 57 isolados bacterianos analisados através da
plataforma PHASTEST, sendo que, de acordo com a completude do genoma, 150 foram classificados
como intactos, 92 como questionaveis e 262 como incompletos. 227 foram identificados nos clones
de Klebsiella spp., 132 em E. coli e 145 em Enterobacter spp., havendo uma predominancia de fagos
incompletos em comparagdo aos completos e questionaveis para os trés grupos, mas principalmente

para as espécies de Klebsiella (Figura 1).

Kiebsiella spp.= 127
Questionavel
mm Intacto
= [ncompleto
Enterobacter spp.= h=145

T T T T 1
0 50 100 150 200 250

E. coli=

Hospedeiro

N° de profagos

Figura 5. Numero de profagos identificados em Enterobacter spp., E. coli e Klebsiella spp. de acordo

com a classificacdao de completude do genoma. Grafico autoral.

Considerando apenas os profagos completos e questionaveis, 100 genomas virais foram
isolados a partir do cromossomo dos clones de alto risco em Klebsiella spp., 69 em E. colie 73 em
Enterobacter spp., sendo, portanto, 242 fagos submetidos as andlises subsequentes. A média de
distribuicdo de profagos por genoma foi semelhante entre as trés enterobactérias, com cerca de 4-
5 fagos por isolado. Interessantemente, os clones de Klebsiella spp. demonstraram uma maior
variacdo na quantidade de profagos por genoma. O maior nimero identificado em um Unico genoma
(n=8) foi para Klebsiella pneumoniae sequence type (ST) 11 e ST258 e em E. coli ST131 isolados a
partir de bacteremia, enquanto o menor nimero (n=1) em K. pneumoniae ST307 e Enterobacter

hormoachei STEXIA provenientes de swab de colonizacdo (Figura 1).
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Figura 6. A) Comparativo da quantidade de profagos por genoma entre os trés grupos de
enterobactérias. Barras representam a médiatdesvio padrdao do numero de profagos por género
analisado. B) Distribuicdo do nimero de profagos para clones de alto risco de Enterobacter spp., E.

coli e Klebsiella spp. C) Quantidade de profagos por sequence type dos clones analisados. Figura

autoral.
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2. Agrupamento dos profagos com base em similaridade de sequéncia

A construcdo de arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo de sequéncias
utilizando o MAFFT foi essencial para realizacdo do agrupamento de fagos semelhantes. Com base
nisto, visualizou-se uma grande diversidade genética entre os profagos isolados a partir das
enterobactérias multidroga resistentes. 229 genomas foram atribuidos a 21 grupos diversos,
nomeados de A até U, sendo: A (n=5), B (n=11), C (n=2), D (n=37),E (n=2), F (n=18), G (n=4), H
(n=28), 1 (n=4),]) (n=7), K (n=14), L (n=10), M (n= 14), N (n= 14), O (n=10), P (n=23), Q (n=19), R
(n=2),S(n=8), T (n=6) e U (n=11). Os 13 profagos restantes ndo puderam ser agrupados, portanto,

foram tidos como singleton (Figura 7).

I @ m m o O W >

c 4 »w I O vV O zZ2z 2 X 4«

Singleton

FEfAEEE "'AEfE YN BN .

Figura 7. Construgao de arvore filogenética através de alinhamento dos 242 genomas de profagos.
Foram identificados 21 grupos baseados em similaridade de sequéncia. As sequéncias foram
alinhadas através de MAFFT v7 e o resultado utilizado para construcdo da arvore pelo método

Neighbor-Joining, sendo visualizada via iTOL v7.
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Os profagos associados compartilhavam um valor de ANI superior a 40%, sendo o percentual
de identidade representado através da intensidade de coloragdo em matriz dot plot (Figura 8). E
possivel visualizar uma predominancia dos valores de identidade inferiores a 30%, evidenciando a
variedade genética entre as sequéncias comparadas, enquanto a maior similaridade é visualizada
principalmente no canto superior esquerdo da figura, atribuida aos clusters B, C, G, J, L, Se T.
Algumas sequéncias atingiram um ANI de 100% quando comparadas, e aparecem plotadas ao redor
da linha diagonal principal, estas apresentaram plena identidade de tamanho do genoma, conteldo
GC e numero de genes, levando a inferéncia de que se trate do mesmo profago infectando cepas
divergentes. Essa coexisténcia predominou para hospedeiros de mesmo ST, todavia, ST divergentes

também foram identificados (Quadro 1).

100

80

60

1 40

Figura 8. Matriz dot plot de comparacao dos valores ANI entre as sequéncias alinhadas via MAFFT.
Cores mais intensas demonstram percentuais mais altos de identidade e cores mais claras indicam

baixa similaridade entre os profagos plotados naquela regido. Figura autoral.
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Prophage2_BK-BR752-3 113 Prophage3_NK-MR6742-1 315
Prophage6_BK-BR755-2 Prophage4_NK-MR1658-2 648
Prophage7_BK-BR752-3 113 Prophagel_ NK-MR1658-2 648
Prophage7_BK-BR755-2 Prophagel BC-MR388-2
Prophage3_BC-BR476-2 171 Prophage2 BC-BR1462-2 38
Prophage4_RU-BB32-I Prophage3 BC-BR1466-2
Prophage5_PC-BR56-2 84 Prophage8_BC-BR1462-2 38
Prophage6_PC-BR295-1 Prophage8 BC-BR1466-2

Prophage3_ BC-BR1468-3 66

Prophage3_BC-MR1459-2

Klebsiella spp.

Prophage8 BC-BR1283 14 Prophage2_P41 11
Prophagel P02 15 Prophage7_HSP73
Prophage3_PP-BB314-I 11
Prophage5_P02 15 Prophage8 P41 11
Prophage3 HSP32 Prophagell P27 258
Prophagel HSP32 15 Prophage6_P26 11
Prophagel_IN-BB598-I Prophagel HSP73
Prophagel NK-BB1596-I 11 Prophagel0_P26 11
Prophagel P41 Prophagel3 HSP31 258
Prophage2_NK-BB1596-| 11 Prophage4_P27 258
Prophage2 P26 11 Prophage5_ HSP31
Prophagel P27 258
Prophage4_HSP31 258
Prophage5_ NK-BB1596-I 11 Prophage9 P27 258
Prophage5_P41 Prophagel0_HSP31

Quadro 1. Enumeragao dos bacteriéfagos idénticos em caracterizagao e com valor de ANI igual a
100%. Os fagos de mesma identidade sdo apresentados em uma mesma caixa, bem como a

descricao da classificacdo ST do hospedeiro origindrio. Quadro autoral.
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3. Classificagao taxondomica da cole¢ao de bacteriéfagos

Todos os profagos apresentaram material genético do tipo DNA de dupla fita (dsDNA) e foram
classificados dentro da classe Caudoviricetes. Entretanto, apenas 1,4% do total de fagos completos
ou guestionaveis possuiu similaridade de sequéncia 270% aos genomas de referéncia do ICTV ou os
depositados no NCBI, portanto, somente uma pequena porcentagem pode ser classificada a nivel de
familia, género e/ou espécie, sendo a maioria dos fagos classificados provenientes dos genomas de
E. coli. Além disso, todos os profagos de Enterobacter spp. ndo apresentaram similaridade de
sequéncia a nenhum outro fago descrito, e, portanto, ndo receberam classificacdo. Dos 34 profagos
com correspondéncia as sequéncias dos bancos de dados, 16 obtiveram similaridade de sequéncia
>95%, indicativo de identidade total ao fago correspondente ou de uma nova cepa da espécie
descrita. Entretanto, do total, somente 16 apresentaram classificacdo a um ou mais dos trés niveis
taxonoémicos. 12 fagos distribuidos nos grupos B, D ou P, sdo da familia Peduoviridae, de acordo com
os critérios atuais de taxonomia do ICTV, sendo que os demais ainda ndo foram classificados a este
nivel, além disso, foram identificados 9 géneros de fagos e 5 diferentes espécies (Quadro 2). O grupo
D apresentou diversidade taxonémica a nivel de género, com profagos Elveevirus, Gegavirus,
Inibicvirus, Peduovirus e Wadgaonvirus. O género Reipivirus foi identificado no grupo B, além de

Reginaelenavirus, enquanto Punavirus no grupo K e Bievrevirus em N.

SIMILARIDADE DE SEQUENCIA CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Klebsiella sp.

Prophage6_BC-BB79-I Klebsiella phage 99% Q SC SC NE
ST101-KPC2phi6.3

Prophage5_P02 Klebsiella phage 74% B Peduoviridae Reipivirus NE
ST16-OXA48phi5.4

Prophagel HSP32 Klebsiella phage 75% D Peduoviridae Gegavirus NE
ST15-OXA48phil4.1

Prophage6_HSP32 Klebsiella phage 100% M SC SC NE

vB_Kpn_1825-
KPC53

Prophagel_IN-BB598-I Klebsiella phage 75% D Peduoviridae Gegavirus NE

ST15-0XA48phil4.1
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Prophage2_IN-BB598-I Klebsiella phage 77% M SC SC NE
vB_Kpn_1825-
KPC53
Prophage2_PP-BB1096-I Klebsiella phage 98% M SC SC NE
pIN2-26
Prophagel_ ESS-BB0434-| Klebsiella phage 83% B Peduoviridae Reipvivirus NE
ST16-0OXA48phi5.4
Prophage3_ZAT-BB2711-I1 Klebsiella phage 87% Sing. SC SC NE
ST974-
OXA48phil8.2
Prophage4 ZAT-BB2711-11 Klebsiella phage 73% B Peduoviridae Reipvivirus NE
ST16-OXA48phi5.4
Prophage5_ZAT-BB2711-11 Caudoviricetes sp. 90% U SC SC NE
isolate ctQMb4
Prophagel2_ P26 Caudoviricetes sp. 76% H SC SC NE
isolate cto2z2
Prophage5_P27 Klebsiella phage 99% P SC SC NE
ST11-VIM1phi8.2
Prophage6_HSP31 Klebsiella phage 99% P SC SC NE
ST11-VIM1phi8.2
Prophage4 NN-BB1794-11 Klebsiella phage 96% B Peduoviridae = Reginaelenavirus | Reginaelenavirus
3Lv2017 rv3Lv2017
Prophage6_NN-BB1794-I1 Klebsiella phage 100% D Peduoviridae Elveevirus Elveevirus
4Lv2017 4Lv2017
E. coli
Prophage5_NN-BB114-I Escherichia phage 82% N SC Bievrevirus NE
4A7
Prophage6_NN-BB114-I Escherichia phage 99% N SC SC NE
vB_EcoS-689R5
Prophage9_NN-BB114-| Escherichia phage 99% M SC SC NE
CMS-20202
Prophage3_BC-BR1278-1 Escherichia phage 100% D Peduoviridae Inibicvirus Inibicvirus 613R3
vB_EcoM-613R3
Prophage5_BC-BR1278-1 Escherichia phage 100% P Peduoviridae SC NE
vB_EcoS-666R9
Prophage3_PP-BR1826-1 Yersinia phage 87% | SC SC NE

vB_YpM_41
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Prophage2_BC-MR366-2 Escherichia phage 73% Peduoviridae Peduovirus NE
P2_2H4
Prophage4_BC-MR366-2 Salmonella phage 74% SC Punavirus NE
SJ46
Prophage6_BC-MR366-2 Escherichia phage 89% SC SC NE
vB_EcoM-613R2
Prophage8 BC-MR366-2 Escherichia phage 100% SC SC NE
vB_EcoS-666R9
Prophagel BC-BR228-2 Escherichia phage 95% Peduoviridae Wadgaonvirus Wadgaonvirus
500465-1 wv5004651
Prophage6_NK-MR1658-2 Escherichia phage 86% SC SC NE
Cyrano
Prophage2_ BC-MR388-2 Escherichia phage 89% SC SC NE
ECW1-9
Prophage4 BC-MR388-2 Escherichia phage 95% SC SC NE
vB_EcoS-683R6
Prophage2_BC-BR1462-2 Escherichia phage 95% Peduoviridae Peduovirus Peduovirus
SIAC10 SIAC10
Prophage3_ BC-BR1466-2 Escherichia phage 95% Peduoviridae Peduovirus Peduovirus
SIAC10 SIAC10
Prophage4_BC-BR1466-2 Escherichia phage 82% SC Punavirus NE
P1
Prophage2_PP-BR2707-3 Escherichia phage 87% SC Punavirus NE

P1

Quadro 2. Classificacdo taxondémica de acordo com a similaridade de sequéncia aos fagos

depositados em bancos de dados. Abrevia¢des: SS= Similaridade de sequéncia; Sing.= Singleton; NE=

Nova espécie; SC= Sem classificacdo. Quadro autoral.

4. Caracterizagdao gendmica dos agrupamentos de profagos

Os tamanhos de genoma variaram entre 3-108 kbp, sendo que a maioria dos fagos possuia

comprimento entre 28-35 kbp. Os grupos taxondmicos apresentaram homogeneidade, exceto por K

e M, devido a abrigarem tanto os maiores profagos (superiores a 70 kb), quanto alguns dos genomas

moderados (25-70 kbp) e pequenos (inferiores a 25 kbp), além disso, os grupos J, O, P, Re T também

apresentaram certa heterogeneidade de comprimento, sendo que J, L, T e Singleton demonstraram

predominancia de genomas pequenos (figura 9A). Seguindo o mesmo padrdo, o nimero de genes,
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gue compreendeu valores entre 6 e 132, também foi parcialmente uniforme, apresentando-se
heterogéneo para os mesmos grupos referidos anteriormente, com adi¢do do grupo E (figura 9B),
isto ocorre devido a correlacdo moderada positiva entre o tamanho do genoma e nimero de genes
(figura 9D). Em contrapartida, o conteddo GC variou entre 43,45% e 57,07%, com grande
uniformidade para um mesmo grupo, mas também entre distintos (figura 9C), havendo correlacdo

nula entre esta varidvel e o tamanho do genoma (figura 9E).
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Figura 9. Caracteristicas gendmicas dos diferentes grupos taxonémicos identificados. A) Gréfico do
tamanho dos genomas em kbp. B) Grafico do nimero de genes previstos. C) Grafico do percentual
de conteudo de guanina+citosina (GC). D) Correlacdo linear entre tamanho do genoma e numero de
genes para as sequéncias analisadas. E) Correlacdo linear entre tamanho do genoma e contetddo GC

para as sequéncias analisadas. Figura autoral.

Por meio da anotacao gendmica, foi possivel verificar uma predominancia de proteinas
estruturais associadas a montagem de novas particulas virais (14%), como portal protein, major e
minor head protein, tail-collar fibre protein, tape measure protein, major capsid protein, entre
outras, além das cruciais para infeccdo do hospedeiro (16%), como minor tail protein, tail tube
protein e baseplate hub. As proteinas associadas a regulacdo do processo de replicacdo

representaram 7% do total (fatores transcricionais, antitermination proteins, proteinas regulatdrias),
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enquanto de empacotamento (terminase small e large subunit, endonucleases, exonucleases) e
replicacdo do material genético (polimerases, helicases, primases, ligases, DNA binding) foram 6%
das proteinas anotadas. Verificou-se ainda a presenca em todos os genomas de proteinas essenciais
para o processo de lise do hospedeiro, principalmente lisinas, holinas e lisozimas. Entretanto, o
predominio maior esteve entre as proteinas hipotéticas (15%) e aquelas que ainda ndo possuem
classificagdao funcional (20%), sendo incluidas nesta classe, as de fungdo putativa atribuida ao
hospedeiro.

Em 16% dos profagos ndo havia genes codificando para proteinas associadas ao processo de
integracdo ao material genético do hospedeiro (como integrases, recombinases, repressores e
excisionases), sendo que desse numero, 21% também ndo possuia proteinas associadas a
imunidade, ou seja, relacionadas a inibicdo da infeccdo do hospedeiro por outros fagos
filogeneticamente semelhantes e/ou evasdo do sistema de restricdo-modificacdo (R-M) das
bactérias (superinfection exclusion proteins e transferases), apresentando mesmo percentual de
auséncia de tRNA. Essas auséncias sao indicativas de predicdo de ciclo litico ou perda de regides
génicas relevantes para o ciclo lisogénico.

Dentre os agrupamentos, o grupo J demonstrou a mais baixa caracterizacdo do perfil
gendmico, com predominancia de proteinas hipotéticas. Alguns grupos, como C, E, G, K, M e R,
tiveram uma caracterizacdo moderada, com grande nimero de hipotéticas e nao classificadas, mas
um numero razodvel de outras proteinas de funcdes previstas. Os demais tiveram médias de
identificacdo de proteinas semelhantes para as classes. De modo geral, houve uma média baixa de

identificacdo de proteinas associadas a imunidade com excecdo do grupo C (Figura 10).
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Figura 10. Média de distribuicdo de proteinas por classes funcionais para os agrupamentos de fagos.

A intensidade de cores reflete proporcionalmente o valor da média. Figura autoral.

A andlise gen6mica comparativa de 3 profagos de baixa similaridade, portanto, de grupos
diferentes, e selecionados especificamente para representar cada um dos géneros de bactérias
avaliados neste estudo, evidenciou uma baixa similaridade nucleotidica entre as sequéncias,
especialmente para o profago representativo de Enterobacter em comparativo aos outros. A Unica
homologia compartilhada entre as trés sequéncias ocorreu para as proteinas associadas ao processo
de lise, especificamente entre a holina, codificada pelo profago do género Enterobacter, Rz-like
spanin do fago de E. coli e holina e endolisina do bacteriéfago de Klebsiella spp. O tRNA codificado
pelos fagos de Klebsiella spp. e E. coli apresentaram similaridade de sequéncia, bem como, destaca-
se também para estes dois isolados, as semelhancas nas estruturas principalmente de proteinas
hipotéticas, além de fatores transcricionais (Cll-like transcriptional activator e transcriptional
repressor), uma proteina de funcdo putativa do hospedeiro (gam-like host nuclease inhibitor); e a
presenca de uma sequéncia de genes que codificam o regulador transcricional da familia MarR, 2
proteinas hipotéticas e a proteina flagelar, sugerindo a homologia para um operon do hospedeiro

(Figura 11).
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Figura 11. Andlise comparativa dos mapas genémicos de trés profagos de baixa similaridade e
isolados de géneros bacterianos distintos. As setas apontam para o sentido de replicacdo dos genes,
sendo a funcdo atribuida demonstrada pelas diferentes cores apresentadas. Os nomes das proteinas
codificadas por cada gene sao mostrados acima de cada seta. As regides conectadas por linhas cinza
entre os genomas indicam homologia de proteinas através de MMSeqs2. Prophage4 ESS-BB0434-
I1 pertence ao grupo H e representa Klebsiella spp. Prophage3_BC-BR228-2 pertencente ao grupoJ
e representa a espécie E. coli; Prophagel BK-BR752-3 pertencente ao grupo D e é representativo do

género Enterobacter. Mapas gerados a partir de LoVis4u version 0.0.12.

5. Genes de fung¢6es putativas ao hospedeiro

Conforme descrito anteriormente, a maior parte dos genes ndo possuiu classificacao, e em
sua grande maioria isso ocorreu devido a funcdo da proteina estar atribuida ao hospedeiro. A maior
ocorréncia desses genes esteve atrelada ao metabolismo, transcri¢cdo e traducao, e transportadores
de membrana, principalmente do tipo ABC.

Ao todo, foram identificados 50 genes associados a resisténcia a antibioticos ou fatores de
viruléncia em 19 diferentes profagos, com completude do genoma varidvel (Quadro 2). Dentre os

diferentes mecanismos de resisténcia a antibidticos identificados, houve predominancia de bombas
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de efluxo e porinas, como para Prophagel PP-BB1096-| e Prophage3 ESS-BB0434-l, em que foi
descrita a presenca da bomba de efluxo multidrogas da familia RND codificada pelo complexo
OgxAB. Houve também a presenca de enzimas inativadoras de antibidticos, sobressaindo-se
principalmente Prophage3_PP-BR5996-1, apresentando as metalobetalactamases codificadas pelos
genes NDM-1 e ble(MBL) que conferem resisténcia aos carbapenémicos.

Foi visualizado que para alguns dos profagos houve mais de um gene identificado associado
a fatores de viruléncia, e nestes casos, as multiplas proteinas codificadas estavam funcionalmente
relacionadas. Destacam-se Prophagel_ PP-BR2096-1 com proteinas de sintese e funcionamento de
flagelos peritriquios; a presenca do operon ecpRABCDE em Prophage3 BC-MR388-2 codificando
para o pilus comum (ECP) em E. coli; o sistema de dois componentes BaeSR promotor do controle
da expressao de porinas e bombas de efluxo em resposta ao estresse ambiental em Prophage2_BC-
MR366-2; e para Prophage4 HSP73, multiplas proteinas do sistema de secrecdo do tipo 6 (T6SS),
um aparato molecular de atividade antibacteriana e modulador da resposta do hospedeiro.
Identificou-se ainda o locus rfb em Prophage6 PP-BR2137-1, determinante para a sintese do

antigeno O de LPS, atrelado a variedade antigénica entre sorotipos de enterobactérias.

Enterobacter spp.
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5. ATP sintase

especifica do flagelo
(flagelos peritriquios)

6. Proteina G do
interruptor motor flagelar
(flagelos peritriquios)

7. Subunidade
principal da pilina

8. Subunidade
transportadora de cistina

(flagelos peritriquios)

Prophage2_ Questionavel FosA2 Glutationa transferase FosA Inativagdo de
PP-BR2096-1 antibiéticos
Prophage6_ Questionavel LPS rfb locus Proteinas diversas Variedade antigénica de
PP-BR2137-1 associadas a sintese de sorotipos
antigeno O do
lipopolissacarideo (LPS)
Prophagel_ Intacto Ecol_mdfA/cmiA/cmr Transportador multidrogas Efluxo de antibidticos
PP-BR663-2 MdfA
E. coli

Prophage5_ Intacto Ecol_emrE 1. Transportador Efluxo de antibidticos
NN-BB114-I| nmpC multidrogas EmrE

2. Suposta  proteina

porina da membrana externa

NmpC
Prophagel_ Questionavel nmpC Suposta proteina porina da Porina
ZAT-BB279- membrana externa NmpC
13
Prophage2_ Intacto yegO/mdtC 1. Proteina de | 1. Efluxo de
BC-MR366-2 baeS multidroga resisténcia MdtC | antibidticos

baeR 2. Transdugdo de sinal | 2 e 3. Controle da

histidina-proteina  quinase | expressdo de bomba de

BaeS efluxos e porinas

3. Proteina reguladora

transcricional BaeR
Prophage3_ Intacto FIhE Proteina flagelar (flagelos Motilidade
BC-BR228-2 peritriquios)
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Prophage4 _ Questionavel | 1. Ecol_emrE 1. Transportador de | 1. Efluxo de
BC-BR228-2 2. nmpC multidrogas EmrE antibioticos
2. Suposta  proteina | 2. Porina
porina da membrana externa
NmpC
Prophage3_ Intacto 1. yagX/ecpC 1. EcpC, portadora do Adesdo
BC-MR388-2 2. yagW/ecpD pilus comum de E. coli
3. ykgK/ecpR 2. EcpD, portador do
4. yagZ/ecpA pilus comum de E. coli
5. yagY/ecpB 3. Proteina reguladora
6. ecpE EcpR
4. Subunidade
estrutural do pilus comum
de E. coli EcpA
5. Chaperona do pilus
comum de E. coli EcpB
6. Proteina  fimbrial
putativa de E. coli EcpE
Prophage3_ Questionavel | 1. NDM-1 1. Metalo-beta- 1. Inativagdo  de
PP-BR5996-1 2 rmtC lactamase tipo 2 antibidticos
3. AAC(6')-Ib7 2. 16S rRNA | 2. Alteragdo do
4 BRP(MBL)/ble/bl (guanina(1405)-N(7))- alvo do antibidtico
mA/blmS/BRP metiltransferase 3. Inativacdo  de
5. sull 3. Aminoglicosideo antibidticos
6. gacEdeltal N(6')-acetiltransferase tipo | 4. Inativagdo  de
Ib antibiéticos
4. Proteina de | 5. Substituicdo do
resisténcia a bleomicina alvo do antibidtico
5. Di-hidropteroato 6. Efluxo de
sintase tipo 1 agentes antissépticos
6. QacEdeltal
Prophage8_ Intacto rcsA RcsAB Ativador transcricional
BC-BB79-I para biossintese de
capsula
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4. Proteina do sistema
de secregdo tipo VI, familia
DotU/TssL

5. Subunidade grande
VipB da bainha contratil do
sistema de secregao tipo VI
6. Subunidade
pequena VipA da bainha
contratii do sistema de
secregdo tipo VI

7. Proteina A da
membrana externa/Dominio
de ligacdo ao peptidoglicano
de TaglL

8. Subunidade TssK da
placa de base do sistema de

secregdo tipo VI

Prophage2_ Intacto mdtK Proteina de multidroga Efluxo de antibidticos
HSP32 resisténcia MdtK
Prophagel_ Intacto 0gxA Subunidade adaptadora Efluxo de antibidticos
PP-BB1096-I ogxB periplasmica OgxA e OgxB
do transportador RND de
efluxo de multiplas drogas
Prophage3_ Intacto 0gxA Subunidade adaptadora Efluxo de antibidticos
ESS-BB0434- ogxB periplasmica OgxA e OgxB
| do transportador RND de
efluxo de multiplas drogas
Prophage4d _ Intacto 1. hcp/tssD 1. Proteina do sistema | Sistema de Secre¢do do
HSP73 2. vgrG/tssl de secregdo tipo VI, familia Tipo VI
3. clpV/tssH Hcp;
4. dotU/tssL 2. Proteina da ponta
5. vipB/tssC do sistema de secrecdo tipo
6. VipA/tssB VI VgrG
7. ompA 3. ATPase TssH do
8. vasE/tssK sistema de secregao tipo VI

Quadro 3. Descricdo dos genes identificados em profagos associados a resisténcia a antibidticos e

fatores de viruléncia no hospedeiro. A completude do genoma do fago, bem como as proteinas
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codificadas pelos genes e suas fungbes previstas nos bancos de dados CARD e VFDB estdo atribuidas

nas colunas. Quadro autoral.

6. Previsao de hospedeiros e predicao de ciclo de vida

Ao analisar cada fago acerca do género bacteriano do qual foi originalmente isolado,
descobriu-se que ndo hd um padrao preciso de hospedeiros para cada grupo. Embora A e T tenham
apresentado apenas fagos isolados de Klebsiella spp., | e R somente de E. coli e C unicamente de
Enterobacter spp., a grande maioria dos grupos apresentava dois ou os trés géneros, demonstrando

varia¢des de predominio, mas sem padrdes de exclusividade de hospedeiro (Figura 8).

Singleton

ST

N° de profagos

Singleton

Singleton

Klebsiella spp.

]
Enterobacter spp. E. coli

Figura 12. Ocorréncia dos agrupamentos de profagos de acordo com o género bacteriano do qual

foram originalmente isolados. Figura autoral.

Analisando a predicdo de provavel hospedeiro individualmente para cada fago por meio das
plataformas elencadas, observou-se uma alta concordancia entre o resultado obtido e o hospedeiro
original de isolamento, com 71% de concordancia neste parametro. Nos casos de divergéncia, o
hospedeiro previsto também fazia parte da familia Enterobacteriaceae, entretanto, foram descritas
espécies diferentes da origindria (Figura 13). A excecdo ocorreu em Prophage2 BC-BR1468-3 e
Prophage2 BC-MR1459-2 originalmente de Enterobacter cloacae, classificados no grupo Q, que

curiosamente tiveram a predicao de hospedeiro como Listeria monocytogenes.
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Enterobacter cloacae Enterobacter hormaechei Escherichia coli
W Enterobacter hormaechei Enterobacter cloacae W Enterobacter hormaechei
Enterobacter asbu/]ae W Enterobacter kobei M Salmonella enterica
W Enterobacter kobei M Salmonella enterica Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniae
M Salmonella enterica
W Listeria monocytogenes

Klebsiella quasipneumoniae subsp.
Klebsiella michiganensis Klebsiella pneumoniae similipneumoniae

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
| Klebsiella oxytoca 4 .
: AP : m Klebsiella variicola
Klebsiella michiganensis
’ ™ Klebsiella variicola

Klebsiella variicola

Klebsiella pneumoniae

Figura 13. Divergéncias identificadas entre os hospedeiros originais de isolamento e os previstos
para os profagos utilizados no estudo. Cada gréfico representa a espécie bacteriana originaria de
isolamento, sendo as partes do grafico representativas da predicao de hospedeiros para os profagos.

Figura autoral.

Quanto ao ciclo de vida, diversas incongruéncias foram encontradas entre as plataformas,
tendo sido necessario avaliar em cada genoma, a presenca de genes associados a lisogenia para
categorizar a predilecdo de ciclo de vida. 93% dos fagos foram classificados como lisogénicos,
distribuidos de modo homogéneo entre os grupos, com exce¢ao do grupo J, no qual os fagos foram
predominantemente liticos (Figura 14). PhageScope obteve o melhor resultado em concordancia
com a predilegdo final, categorizando 93% para o ciclo lisogénico, seguido de PhageTYP com 77%;
74% para PhageAl; 67% em BACPHLIP; e por fim, PhagelLeads com apenas 55%, sendo a plataforma
com a maior discrepancia. Phageleads e PhageTYP foram as Unicas plataformas que apresentaram

erros de submissao da sequéncia em 13% e 14% dos casos, respectivamente.
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Figura 14. Predominancia entre os grupos de profagos das predicdes de ciclo de vida em lisogénico

ou litico. Figura autoral.
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DISCUSSAO

A resisténcia aos antimicrobianos é um cendrio de preocupacdo global e tem sido alvo de
intensas pesquisas nas uUltimas décadas. Solu¢bes inovadoras sdo constantemente buscadas,
entretanto, grandes contribuicdes podem ser encontradas ao se voltar para o passado, reavendo
estudos acerca da terapia fagica'®, principalmente ao estudar o contexto das rela¢des entre fago-
hospedeiro. E essencial compreender o papel dos profagos na perpetuacio de patégenos, em
especial, as enterobactérias multidroga resistentes, que fazem parte do grupo critico da Lista de
Patdgenos Prioritarios da OMS.

No presente estudo, realizou-se a analise de 57 clones de alto risco de Enterobacter spp., E.
coli e Klebsiella spp., obtidos a partir de isolados clinicos ou da microbiota de seres humanos e
animais de 8 diferentes paises. A identificacdo de ao menos um profago por genoma, entra em
concordancia com o descrito para estirpes patogénicas®?, além disso, os dados aqui descritos
reafirmam que patdgenos da familia Enterobacteriaceae tendem a apresentar abundancia na
guantidade de profagos, sugerindo que a patogenicidade de uma cepa pode estar atrelada ao
numero de profagos que carrega®3. A distribuicdo heterogénea de fagos por genoma visualizada em
Klebsiella spp. pode ser indicativa de trajetdrias evolutivas diferentes entre os isolados. Todavia, a
principal limitagdao do estudo esta envolvida no fator de que os mecanismos de identificacao de
profagos ainda passa por refinamentos, e embora ja existam ferramentas de identificacdo como
PHASTEST, pode haver uma subestimacdo ou até uma superestimacdo do numero de sequéncias
identificadas que s3o de fato profagos°*.

Destaca-se que os isolados utilizados para os experimentos fazem parte do grupo de
bactérias de elevada prioridade global, portanto, sdo fornecidas novas evidéncias de que a insercao
de bacteriéfagos nos genomas pode estar contribuindo para o surgimento e ascensao de clones de
elevado risco. Essa hipotese é amparada ao verificar que as cepas que carregavam as maiores
guantidades de profagos foram isoladas a partir de infec¢do de corrente sanguinea e pertencem aos
ST de elevada incidéncia mundial. Estes sdo amplamente difundidos em ambientes hospitalares,
principalmente em unidades de terapia intensiva (UTls), e estdo associadas a uma elevada
mortalidade, além de terem sido marcados por uma rdpida disseminacdo apds as primeiras
descri¢des na década de 2000°°. O ST11 e ST258 pertencem ao complexo clonal 258, e fazem parte
das cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemases (CP-Kp)°®, enquanto E. coli

ST131 predomina como linhagem extraintestinal caracteristicamente hipervirulenta, produtora de
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beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e resisténcia a fluoroquinolonas®’?%. Em
contrapartida, os menores numeros de profagos foram provenientes de ST menos incidentes e foram
identificados em isolados de colonizacdo, portanto, mesmo que as cepas tenham um potencial
patogénico, ainda assim ndo provém de um quadro infeccioso, reforcando a hipdtese.

Outro ponto é a predominancia evidente de fagos incompletos para os trés géneros
bacterianos, isso estd diretamente associado a pressao seletiva sofrida por esses virus, que passam
por eventos de degradacdo por parte das defesas do hospedeiro e mutacées ao longo do tempo,
bem como, ao se inserirem no material genético, podem perder regides codificantes
significativas>®®°, Entretanto, embora profagos incompletos (descritos na literatura como cripticos)
percam o potencial de “saltar” do genoma para um ciclo litico, esses elementos defectivos
permanecem permanentemente integrados ao genoma, conferindo ainda as vantagens genéticas ao
hospedeiro®.

Todos os aspectos destacados demonstram a contribuicdo direta da distribuicao de fagos no
genoma para diversidade genética clonal, bem como o papel relevante da conversao lisogénica para
o surgimento de clones hipervirulentos e de acelerada propagacao, ou seja, mais fagos inseridos no
genoma conferem mais caracteristicas de adaptabilidade a diferentes condi¢bes, e portanto,
favorecem o aspecto evolutivo do hospedeiro bacteriano, para esse sentido, ao conferir um fendtipo
patogénico para uma bactéria, ha um beneficio direto para os bacteriéfagos, que tem seus
hospedeiros sendo mais perpetuados na natureza®%©3,

Através dos resultados obtidos, ampliou-se ainda mais a percepgao de diversidade dentro da
classe Caudoviricetes, pois, embora todas as sequéncias tenham sido classificadas taxonomicamente
como tal e muitas tenham apresentado certa similaridade nucleotidica entre si, ainda sim, 21
clusters distintos filogeneticamente foram identificados, com predominancia de ANI <30% e poucos
grupos de alta similaridade, evidenciando uma grande variabilidade genética. Os grupos de maior
similaridade apontam para uma maior relac3o evolutiva entre seus membros®.

Demonstrou-se um numero muito reduzido de fagos com similaridade de sequéncia aos
genomas depositados nos principais bancos de dados de referéncia, explicitando que a colecdo
descrita apresenta sequéncias que até onde se sabe ainda ndo foram descritas, apontando para a
inovacao dos dados apresentados, além de indicar para uma baixa caracterizacdo e escassez de
dados sobre fagos do género Enterobacter. Houve auséncia de classificacdo taxondmica a nivel de
familia, género e espécie para maioria dos genomas, expressando a diversificacdao de fagos dsDNA

caudados. E relevante ressaltar que as sequéncias obtidas e anotadas neste projeto podem ser
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utilizadas para posteriores estudos direcionados, classificando por meio de gen6mica comparativa e
homologia de proteinas com fagos representativos catalogados até o momento pelo ICTV4?, ou ainda
para proposicdo de novas familias, géneros ou espécies, contribuindo diretamente para
reclassificacdo taxonémica.

Embora a pluralidade de agrupamentos identificados e uma grande amplitude dos
comprimentos de genomas, o intervalo de tamanho é consistente com o descrito para os fagos de
enterobactérias, com a maioria dos grupos apresentando tamanho moderado®®. H3 uma
tendéncia de decaimento nos valores dos genomas, tendo sido identificados somente alguns
profagos grandes localizados em apenas dois clusters, seguido por comprimentos cada vez menores
distribuidos entre os grupos, algo que corrobora com os fendmenos ja descritos anteriormente de
degradagdo por multiplos eventos ao longo da escala evolutiva®, é esperado que esses
bacteriéfagos pequenos, ainda que possuam completude questionavel ou intacta pela presenca de
algumas proteinas funcionalmente relevantes, em um futuro evolutivo préximo, se tornem profagos
cripticos. Isso é sustentado quando se observa que os grupos de predomindncia de genomas
pequenos também apresentaram um menor numero de proteinas associadas a replicacgao, lise e
empacotamento, que sdo descritos como significativos para a perda da capacidade de mudanca para
um ciclo litico®?. E interessante ressaltar que os clusters K e M que continham os maiores genomas,
também continham alguns dos menores, levantando a hipdtese de que o ancestral comum ao
infectar diferentes hospedeiros e ser exposto a diversos eventos, como mutacdes pontuais,
rearranjos gendmicos, invasdao por outros elementos méveis de DNA e dele¢do macica, originou
cepas virais heterdlogas, porém ainda com certas caracteristicas conservadas conferindo
similaridade relevante entre esses fagos. Essa inferéncia pode ser descrita para outros grupos em
gue hd ocorréncia de genomas moderados e pequenos em conjunto.

Tal como descrito para outras enterobactérias, existe uma correlagdo positiva entre a
quantidade de genes previstos e o tamanho do genoma®®, indicando que a capacidade de codificar
proteinas estd diretamente associada a quantidade total de DNA e, portanto, a uma elevada
densidade génica. Apresentam também homogeneidade do conteldo GC dentro dos agrupamentos,
com baixa variacdao entre os clusters, corroborando com o pressuposto que geralmente os valores
de GC guardam maiores semelhancas dentre grupos filogeneticamente relacionados e entre
membros que vivem em ambientes semelhantes, além disso, os fagos aqui descritos apresentaram
valores moderados de GC, o que pode ser indicativo de possuirem uma certa estabilidade do

material genético e resisténcia as pressGes externas do ambiente, contudo, sendo ainda
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moderadamente suscetiveis a esses fatores®”%8 Anteriormente, uma correlacdo entre menores
valores de GC e os maiores comprimentos de genoma foi descrita, algo ndo observado para este
conjunto de dados, mas, como no presente estudo houve um n menor e baixa variacdio em GC em
relacdo ao estudo citado, ndo é possivel afirmar com certeza que ha uma oposi¢do ao descrito®.

Toda a analise da anotacdo gendmica conduzida para a colecdo de profagos, evidenciou a
elevada variagdao dos genomas desses virus. As diferengas quantitativas e qualitativas de tipos de
genes entre cada grupo, reafirma a presenca de diferentes histérias evolutivas de trocas horizontais
genéticas entre fagos’®. A classe Caudoviricetes é marcada por genes de fun¢do conservada entre
seus membros, o que permite o agrupamento em maodulos funcionais, essencialmente codificando
major capsid protein, portal protein, terminase small e large subunit’'. Em concordancia com o
descrito para essa taxonomia, das proteinas com classificacdo atribuida, ha predominio das de
montagem viral em todos os grupos, demonstrando uma tendéncia funcional conservativa para essa
classe, entretanto, ha uma variabilidade quantitativa e qualitativa intergrupos, devido as diferencas
morfoldgicas apresentadas pelos fagos’3. Esse aspecto conservativo funcional se repete para as
classes de replicagdo e empacotamento, embora exista uma variedade de mecanismos descritos
para esses processos em Caudoviricetes’*”>, sugerindo que essa variacdo de mecanismos estd muito
mais atrelada a modifica¢gbes da estrutura das proteinas a sua quantidade por genoma.

O numero reduzido de genes de defesa contra superinfec¢ao por outros fagos e aos sistemas
de R-M do hospedeiro em quase todos os grupos, pode ajudar a explicar a diversidade observada
para a colecdo de bacteridéfagos descrita, pois sob a reducao destes mecanismos, um Unico
hospedeiro pode ser infectado por multiplos fagos de caracteristicas diversas, sendo que esses virus
podem sofrer rearranjos entre eles, o que acarreta em fagos com novas constela¢des génicas’®, bem
como, pode ocorrer modificacdes significativas de extensao e perfil génico nos fagos que estdo mais
propensos a a¢do do sistemas de R-M’’. Em contrapartida, o grande niumero de proteinas por grupo
associadas a infeccdo da bactéria, pode exercer influéncia direta na predi¢do de hospedeiros. Sejam
liticos ou lisogénicos, os fagos infectam seus hospedeiros com elevada especificidade, tendo sido
costumeiramente denominados como “espécie-especificos”, havendo descricdes de especificidade
em diferentes niveis, de uma Unica cepa a varios membros de uma mesma familia, havendo raras
descri¢des de fagos que infectam familias diferentes, uma caracteristica diretamente relacionada a
infeccdo, quando durante a adsorcao as proteinas fagicas interagem com receptores especificos da
célula bacteriana’®. Essa especificidade é sugerida em primeiro momento pela auséncia de uma

espécie de profago infectando diferentes géneros bacterianos, além disso, profagos idénticos
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localizados em cepas diferentes de uma mesma bactéria, possuiam predominancia de
pertencimento a ST relacionados filogeneticamente ou a um mesmo ST. Analisando a predicao
individual para cada fago, a maioria demonstrou ser género-especifica, entretanto, para os
agrupamentos, ndo houve tendéncia de especificidade de hospedeiro para os grupos de fagos.
Considerando as similaridades entre alguns fagos e a possibilidade de eventos de recombinacdo e
mutac¢Bes nos genomas’®, é possivel que profagos de um mesmo cluster apresentem um espectro
ampliado para hospedeiros de uma mesma familia bacteriana, algo que pode estar refletido no
grande numero de proteinas de infecgao identificado. Alguns dos fagos identificados ja parecem
possuir um espectro mais amplo nesse sentido, levando ao direcionamento de possiveis altera¢des
moleculares nas proteinas de infeccdo que permitam o perfil fenotipico de interacdo com uma gama
maior de hospedeiros®. A presenca de Listeria monocytogenes como host predito para dois profagos
de Enterobacter cloacae pode sugerir uma transferéncia horizontal do profago entre as espécies,
embora seja algo incomum, visto que sdo distantes filogeneticamente, ou ainda que ha um ancestral
comum muito antigo dessas duas espécies que coevoluiu com o profago?®.

Ha uma sugestdao de predominancia de ciclo de vida lisogénico, devido ao numero elevado
de genes associados a integracdo no genoma e a avalia¢do nas plataformas de predicdo, este que ja
era um dado esperado, pois, parece haver uma tendéncia de predominio da lisogenia na natureza
para Caudoviricetes, sendo que os genes dessa classe aparecem em diferentes grupos filogenéticos,
sugerindo a evolucdo conservada dessa caracteristica em diferentes linhagens®. Embora seja
possivel destacar que ha uma consisténcia da presenca de proteinas de lise do hospedeiro entre
todos os clusters, sugerindo passagem anterior pelo ciclo litico ou aparecendo também como uma
caracteristica conservada evolutivamente. Essa uUltima hipdtese parece ser a mais provavel quando
é verificada a analise comparativa entre trés genomas de profagos distintos, em que especificamente
essas proteinas aparecem apresentando homologia, um indicativo de origem em um ancestral
comum?®L82, A utilizacdo dessas enzimas de lise codificadas pode ser uma estratégia promissora no
desenvolvimento de novas solucbes para clones de alto risco®, sendo os genes identificados aqui,
potenciais contribuintes para estudos futuros nesse sentido.

Essa andlise comparativa conduzida corroborou com o ja reforcado nesta discussdo: a
diversidade génica entre profagos de enterobactérias é muito grande, refletida também na infima
homologia de proteinas identificada entre fagos de grupos distintos. Mesmo que as quantidades de
proteinas entre determinadas classes funcionais apresentem fortes indicios de serem conservadas

entre diferentes linhagens, evolutivamente, essas proteinas sdo analogas. Aqui se evidencia o
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resultado da intensa pressdo seletiva sobre as populacbes de bacteriéfagos, demonstrando que as
proteinas inerentes a funcionalidade fagica ndo parecem convergir de um ancestral comum, e sim
serem resultados de adaptacdes semelhantes sofridas entre linhagens evolutivas diferentes®.

A presenga de homologia para um provavel operon do hospedeiro reforca o contexto de
transferéncia horizontal de genes entre fago-fago e fago-hospedeiro®. Para além da transducdo
generalizada de fatores de viruléncia e genes de resisténcia em clones de alto risco, os profagos
parecem desempenhar um papel muito mais complexo na evolugdo de seus hospedeiros. As andlises
demonstraram a presenca de elementos fagicos para varios contextos fisioldgicos bdsicos das
bactérias, incluindo replicacdo, divisdo celular e metabolismo, o que pode indicar a essencialidade
dos profagos no favorecimento seletivo dos espécimes bacterianos na natureza em um contexto
muito mais antigo na escala evolutiva®®.

Observa-se um forte indicativo de que profagos conferem mecanismos de resisténcia aos
antibidticos e fatores de viruléncia para as cepas bacterianas, sendo observado esse fenébmeno tanto
para as sequéncias intactas quanto para as questiondveis (com maior potencial de se tornarem
profagos cripticos). Parece haver uma tendéncia de genes codificando para diferentes tipos de
bombas de efluxo multidrogas, uma classe de transportadores de membrana associada a resisténcia
intrinseca e adquirida aos antibidticos®’, tendo sido identificados também reguladores da expressio
desses transportadores, como no caso da identificacdo do gene mdtC e os dois componentes do seu
complexo regulador BaeS/BaeR em um dos profagos de E. coli, estando associado a resisténcia a
temocilina, costumeiramente utilizado como alternativa aos antibidticos de Ultima escolha®. Foram
identificadas diferentes superfamilias de transportadores, sendo relacionados ao efluxo de uma
gama extremamente ampla de antibidticos ndo quimicamente relacionados e de elevada relevancia
clinica®, ao exemplo de transportadores altamente promiscuos como no caso de EmrE®°. O
transportador MdfA identificado em um dos profagos de Enterobacter spp., tido como relevante
para o efluxo de anfenicois, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, é costumeiramente descrito na
literatura para E. coli, o que reforgca a hipdtese da transducdo generalizada de genes de resisténcia
entre enterobactérias mediada pela insercdo de profagos no genoma®l. O complexo OqxAB,
determinante para resisténcia a quinolonas e nitrofuranos, localizado em dois profagos diferentes
de Klebsiella ndo agrupados®?, demonstra eventos de recombinacdo e mutacdo em porc¢des de fagos
gue podem culminar na conferéncia de caracteristicas de resisténcia ao hospedeiro. Associado a

presenca de bombas de efluxo, alguns profagos codificavam em conjunto porinas, proteinas que
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alteram a permeabilidade de membrana, fornecendo uma relagao de sinergismo que pode induzir
ainda mais um perfil de multirresisténcia®3.

Talvez o isolado mais relevante tenha sido Prophage3 PP-BR5996-1, que apresentou 6 genes
do tipo diferentes, que quando em conjunto, podem conferir ao hospedeiro um perfil de resisténcia
extensiva, evidenciados pela resisténcia aos aminoglicosideos mediada por rmtC e AAC(6')-Ib7, bem
como, as sulfonamidas através de sull, mas principalmente, aos carbapenémicos mediada por genes
das metalobetalactamases NDM-1 e ble(MBL), sendo conhecidamente como de extrema relevancia
global na disseminac3o de resisténcia®*®>, Além disso, ha a presenca de no genoma desse fago do
marcador genético de resisténcia de antissépticos, contribuindo para disseminacdo de cepas
bacteriano carregando esse profago em ambientes hospitalares®®. Esses fatores demonstram a
relevancia da descoberta desse provavel bacteriéfago.

Preocupantemente, todos esses genes identificados em regides de profagos, estdo
fortemente relacionadas a resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, evidenciando o alarmante
papel desses parasitas intragendmicos como elemento genético mdvel da transmissao de multiplos
genes de resisténcia entre enterobactérias. E conforme aqui demonstrado, os fagos de
enterobactérias possivelmente se disseminam entre diferentes membros da familia
Enterobacteriaceae, ou seja, pode haver um acumulo de profagos contendo esses genes,
contribuindo para o surgimento de clones extensivamente e até mesmo panresistentes.

Os fatores de viruléncia foram mais predominantemente encontrados nos genomas,
havendo frequéncia de um Unico profago apresentando varios desses genes, mas nestes casos,
houve um claro padrao de relacdo funcional entre eles, sugerindo que os profagos podem influenciar
diretamente na organizacao e disseminacdo de operons entre bactérias, algo que até onde se sabe
ainda ndo foi sugerido na literatura até o momento. Houve descricdo da presenca do operon
completo ecpRABCDE, que tem como produto gerado o pilus comum (ECP) de E. coli, onipresente
em cepas comensais e patogénicas®’, e ainda, de varios genes que controlam a estrutura e funcdo
dos flagelos peritriquios de Enterobacter spp. associados a motilidade®®, bem como,
concordantemente com o ja descrito para profagos de Klebsiella spp.®°, a presenca de diversos
componentes do Sistema de Secrecdo do Tipo VI*® que favorece a interacdo com as células
eucaridticas e beneficia no predominio sobre outras bactérias nas competices por nichos
ambientais. Além disso, houve presenca de determinantes de variabilidade de sorotipos através da
biossintese do antigeno O mediado pelo locus LPS rfb e bactoprenol glicosiltransferase, conferindo

vantagens de interacdo e evas3o das bactérias para com as defesas dos hospedeiros eucariotos09101,
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Todos esses fatores de viruléncia identificados evidenciam o papel essencial dos profagos na
adaptacdo e nas vantagens evolutivas por parte de seus hospedeiros, favorecendo a sobrevivéncia
e competicdo das enterobactérias em diferentes ambientes, respaldando fortemente o contexto da
relacdo simbidtica mutualistica que parece existir entre profagos e bactérias®?.

Por fim, a presenca de muitas proteinas hipotéticas em todos os clusters identificados, é algo
dentro do esperado, sendo um fen6meno muito observado em anadlises gendmicas, sendo resultado
direto da caréncia de evidéncias experimentais, que por consequéncia afeta a atualidade dos bancos
de dados protedmicos'®?. Entretanto, dada a frequéncia de aparecimento nos genomas fagicos, sua
caracterizacdo deve ser alvo de prioridade em futuros estudos, uma vez que podem estar associadas
a mecanismos ainda ndo descritos de conferéncia de vantagens evolutivas ao hospedeiro, ou ainda,

proteinas com potencial biotecnoldgico.



38

CONCLUSAO

A caracterizacdo gendmica de profagos integrados ao genoma de clones de alto risco de
Enterobacter spp., E. coli e Klebsiella spp. demonstrou um cendrio de ampla diversidade genética e
complexidade evolutiva, refletindo a intensa interacdo simbidtica entre fagos e seus hospedeiros
bacterianos. A ocorréncia de perfis génicos altamente varidveis, mesmo entre fagos agrupados
filogeneticamente, e a existéncia de genes de possivel origem hospedeira, apontam para uma
histdria evolutiva marcada por eventos recorrentes de recombinagao, sele¢do e coevolugdo. A baixa
similaridade entre os genomas virais e as sequéncias em bancos de dados internacionais demonstra
gue, mesmo com crescentes estudos, a classe Caudoviricetes ainda é pouco caracterizada. Bem
como, a deteccdo de genes de resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia, mesmo em fagos
com genomas parciais, reforga a hipdtese de que os profagos atuam como importantes vetores na
amplificacdo do potencial patogénico e na adaptacdo ambiental dessas bactérias. Além disso, a
elevada frequéncia de proteinas hipotéticas e sem anotacdo funcional revela um territério

inexplorado, cuja elucidagao pode fornecer novas evidéncias evolutivas.

Diante disso, os resultados deste estudo ndao apenas ampliam a compreensao sobre o papel
dos profagos na dinamica gen6mica de enterobactérias multidroga resistentes, como também
fornecem fundamentos para futuras investigagdes taxondmicas, funcionais e aplicadas no
desenvolvimento de terapias fagicas ou estratégias de controle da resisténcia antimicrobiana. A
exploracdao e o aproveitamento desse potencial genético fagico podem representar um passo
decisivo no enfrentamento da crise global da resisténcia aos antibidticos. Conclui-se que profagos
desempenham um papel central na evolu¢dao bacteriana, atuando como vetores de inovagao
genética que ampliam a adaptabilidade, a patogenicidade e o potencial de resisténcia das
enterobactérias frente as pressdes seletivas, reforcando a importancia da caracteriza¢ao de profagos

como ferramenta complementar no combate a resisténcia a antibidticos.
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